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ALK: receptor de kinasas del linfoma anaplásico. 
APC: células presentadoras de antígenos. 
BTB: biopsia transbronquial. 
CE: carcinoma de células escamosas. 
CPCP: carcinoma de células pequeñas de pulmón. 
CPNCP: carcinoma de pulmón no célula pequeña. 
CTC: células tumorales circulantes. 
EBUS: biopsias transbronquiales guiadas por ultrasonografía 
endobronquial. 
ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group. 
EE: enfermedad extensa. 
EGFR: receptor del factor de crecimiento epidérmico. 
EL: enfermedad localizada. 
FDA: US Food and Drug Administration. 
H&E: hematoxilina-eosina. 
IASLC: International Association for the Study of Lung Cancer. 
IFNγ: Interferón gamma. 
LDT: test desarrollado en laboratorio (laboratory developed test). 
MAC1: terapia de conversión de la actividad adaptativa de los 
macrófagos (macrophage-adaptive conversion therapy). 
MDSCs: células supresoras derivadas de la serie mieloide. 
MHC: moléculas de histocompatibilidad. 
MIC1: terapia de conversión de la actividad innata de los macrófagos 
(macrophage-innate conversion therapy). 
NCC: National Comprehensive Cancer Network. 
NSE: enolasa neuronal específica. 
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OMS: Organización Mundial de la Salud. 
ON: óxido nítrico. 
TAA: antígenos asociados al tumor. 
TAMs: macrófagos asociados al tumor. 
TILs: infiltrados inflamatorios asociados al tumor. 
TNF: factor de necrosis tumoral. 
Tregs: células T reguladoras. 
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I. CARCINOMA DE CÉLULAS PEQUEÑAS DE PULMÓN 
1. Epidemiología 
El cáncer de pulmón es la neoplasia maligna más frecuente en la actualidad, 
con 1,2 millones de casos diagnosticados cada año según la incidencia 
estimada por la Organización Nacional de la Salud (OMS). La mayoría de las 
neoplasias malignas pulmonares son carcinomas; sólo un 1% corresponde a 
otros tipos de tumores. Los carcinomas de pulmón se dividen en dos grandes 
grupos:  
1) El carcinoma de pulmón no célula pequeña (CPNCP, o NSCLC, del inglés 
non-small cell lung carcinoma), en el que se engloban los siguientes tipos 
histológicos: el carcinoma escamoso (CE), el adenocarcinoma (AC) y el 
carcinoma de células grandes/indiferenciado;  
2) El carcinoma de células pequeñas (CPCP o SCLC, del inglés small cell lung 
carcinoma). 
Los dos primeros tipos histológicos (el carcinoma escamoso y el 
adenocarcinoma) incluyen la mayor parte de los casos; el carcinoma de células 
pequeñas de pulmón supone un 13-15% del total (Ettinger 2004, Travis 2012).  
2. Factores etiológicos 
Al igual que en el resto de variantes, el consumo de tabaco es  factor etiológico 
principal; la duración e intensidad del hábito tabáquico constituyen los 
factores de riesgo principales. Esta asociación es más intensa en el CE y en el 
CPCP (en dicho orden) que en el AC. La asociación del CPCP con el consumo 
de tabaco es prácticamente constante. No se han demostrado diferencias de 
riesgo de desarrollar un CPCP según el sexo o el grupo étnico; las posibles 
diferencias de incidencia vienen condicionadas por los diferentes patrones de 
consumo tabáquico. 
3. Características anatomopatológicas del carcinoma de pulmón de células 
pequeñas 
El CPCP es una neoplasia maligna englobada en la clasificación de la OMS en 
el subgrupo de tumores neuroendocrinos, que además incluye otras tres 
entidades: el carcinoide típico, el carcinoide atípico y el carcinoma 
neuroendocrino de células grandes de pulmón. Estos tumores se caracterizan 
por mostrar grados variables de diferenciación morfológica de tipo 
neuroendocrino reconocibles al microscopio óptico tras tinción con 
hematoxilina-eosina (H&E), como son el patrón trabecular y/o en nidos 
(patrón “organoide”), la formación de pseudorrosetas, la disposición de las 
células de la periferia de los grupos “en empalizada” y un patrón cromatínico 
nuclear característico granular, descrito clásicamente como “en sal y 
pimienta”. Además de los rasgos morfológicos comunes, los 4 tipos de tumores 
neuroendocrinos de pulmón comparten características inmunohistoquímicas, 
ultraestructurales y moleculares. Los marcadores inmunohistoquímicos 
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utilizados para demostrar diferenciación neuroendocrina y habitualmente 
expresados por este tipo de neoplasias son  cromogranina, sinaptofisina y 
CD56. En el estudio con microscopía electrónica es posible evidencia la 
presencia de gránulos neuroendocrinos intracitoplasmáticos.   
Histológicamente, los criterios diagnósticos de cada uno de las variantes de 
tumor neuroendocrino de pulmón, así como sus rasgos distintivos, están bien 
establecidos (Travis 2011, 2012): 
-Carcinoide típico: tumor de patrón carcinoide con menos de 2 mitosis en 2 
mm2 (10 campos de gran aumento), de tamaño mayor o igual a 0,5 cm. 
-Carcinoide atípico: tumor de patrón carcinoide con 2-10 mitosis en 2 mm2 (10 
campos de gran aumento) O necrosis (con frecuencia punctata). 
-Carcinoma neuroendocrino de células grandes:  
1. Morfología neuroendocrina: nidos organoides, disposición en empalizada, 
patrón trabecular, formación de pseudorrosetas. 
2. Alta actividad mitótica: 11 o más mitosis en 2 mm2 (10 campos de gran 
aumento), con una media de 80 mitosis en 2 mm2 (10 campos de gran 
aumento).  
3. Necrosis: frecuente en áreas tumorales amplias. 
4. Características citológicas propias de CPNCP: tamaño celular grande, baja 
relación núcleo-citoplasmática, cromatina vesicular, granular fina o gruesa  
y/o nucléolo frecuente. Algunos tumores se componen de células con 
cromatina granular fina, sin nucléolo, pero son clasificados como carcinoma 
neuroendocrino de células grandes por el tamaño tumora grande y la 
presencia de citoplasma abundante. 
5. Positividad para uno o varios marcadores neuroendocrinos con tinción 
inmunohistoquímica (excluyendo enolasa neuronoespecífica) y/o identificación 
de gránulos neuroendocrinos en el examen con microscopía electrónica. 
-Carcinoma de pulmón de células pequeñas: constituida por células 
neoplásicas de pequeño tamaño (generalmente inferior al diámetro de 3 
linfocitos pequeños, no activados), con: 
1. Escaso citoplasma. 
2. Núcleo de cromatina finamente granular, con nucléolo pequeño o ausente. 
3. Alta actividad mitótica: 11 o más mitosis en 2 mm2 (10 campos de gran 
aumento), con una media de 80 mitosis en 2 mm2 (10 campos de gran 
aumento). 




La morfología del CPCP en el examen con microscopio óptico es muy 
característica y en ella se fundamenta el diagnóstico (figs. 1 y 2). Las células 
neoplásicas se disponen en nidos y trabéculas con empalizada periférica, 
formando rosetas o bien adoptando un patrón difuso. El citoplasma celular es 
escaso o inaparente y los límites celulares imprecisos. Las células, de tamaño 
habitualmente menor al de tres linfocitos pequeños, muestran núcleos 
redondeados, ovales o ligeramente fusiformes, de cromatina granular fina y 
nucléolo pequeño o ausente. Con frecuencia se observa en los grupos 
moldeamiento nuclear, así como fenómenos de arrastre cromatínico; éste 
último se observa en ocasiones en torno a los vasos sanguíneos, asociado a 
incrustación de ADN basófilo, dando lugar al denominado “fenómeno de 
Azzopardi”. El índice mitótico es elevado, con recuentos medios de unas 60 




Fig.1. Características histológicas del CPCP: a) Células de pequeño tamaño; b) Núcleos 
de cromatina granular con alto índice mitótico; c) Fenómeno de “arrastre” cromatínico; 




Fig.2. Patrones de crecimiento del CPCP: a) Difuso; b) Nidos coalescentes; c) 
Trabéculas con “empalizada” periférica; d) Invasión linfovascular (H-E, 10x y 20x). 
 
En los tumores grandes pueden observarse células de mayor tamaño 
(incluyendo formas gigantocelulares), mayor grado de pleomorfismo nuclear y 
amplias áreas de necrosis. Este tipo de neoplasia, si bien es por sus 
características morfológicas de alto grado, no es susceptible de la gradación 
histológica habitualmente aplicada en los ACs y en los CEs de pulmón. 
Aunque como se ha descrito previamente el diagnóstico del CPCP se sustenta 
sobre hallazgos morfológicos, las técnicas inmunohistoquímicas y/o 
ultraestructurales pueden ser de ayuda a la hora de confirmar su naturaleza 
neuroendocrina (fig. 3). La mayoría de ellos son positivos para cromogranina, 
sinaptofisina y CD56; menos del 10% de tumores son negativos para los tres 
marcadores (Guinee 1994). Hasta en el 90% de los casos el CPCP es positivo 
para TTF-1 (Kaufmann 2000). La negatividad para p40 es útil para distinguirlo 
de la variante basalioide del CE. El estudio con microscopía electrónica 




Fig. 3. Técnicas inmunohistoquímicas en el CPCP: a) Cromogranina; b) Sinaptofisina; 
c) TTF1; d) p40 (Tinción inmunohistoquímica, 20x). 
 
Macroscópicamente son tumores de color pardo-blanquecino, con amplias 
áreas de necrosis, que se extienden a lo largo de la submucosa del bronquio 
de forma circunferencial. 
El diagnóstico diferencial ha de realizarse con las denominadas neoplasias de 
células “pequeñas, redondas y azules” (linfoma, tumor desmoplásico de células 
pequeñas y redondas, tumor neuroectodérmico primitivo, sarcoma de Ewing), 
con otros carcinomas primarios o metastásicos, con o sin diferenciación 
neuroendocrina, e incluso con infiltrados linfoides no neoplásicos de la 
mucosa bronquial. La correcta tipificación de este tipo de neoplasia requiere 
disponer de material suficiente, en buen estado de conservación; no es 
infrecuente en este sentido que, debido a la menor necesidad de 
procesamiento, las muestras citológicas permitan disponer de células mejor 
preservadas. 
4. Origen 
No se conoce con seguridad la célula de origen del CPCP. Se ha sugerido la 
existencia de una célula pluripotencial en el árbol bronquial con capacidad de 
diferenciarse a cada uno de los tipos histológicos de carcinoma pulmonar; no 
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obstante, y a diferencia de éstos, hasta la fecha no se ha reconocido una lesión 
preneoplásica propia del CPCP. 
Los tumores neuroendocrinos forman parte de un espectro de proliferaciones 
epiteliales pulmonares que incluye desde hiperplasias y tumorlets hasta 
verdaderas neoplasias, así como tumores carentes de rasgos morfológicos 
propios de diferenciación neuroendocrina en los que dicha diferenciación es 
demostrada mediante técnicas inmunohistoquímicas: 
1. Hiperplasia de células neuroendocrinas: 
    -Con fibrosis y/o inflamación asociada. 
    -Adyacente a un tumor carcinoide. 
    -Idiopática y difusa, con o sin fibrosis asociada de vías aéreas. 
2. Tumores con diferenciación neuroendocrina: 
   -Carcinoide típico. 
   -Carcinoide atípico. 
   -Carcinoma neuroendocrino de células grandes. 
   -Carcinoma de células pequeñas. 
3. Carcinoma no célula pequeña con diferenciación neuroendocrina. 
4. Otros tumores con propiedades neuroendocrinas: 
   -Blastoma pulmonar. 
   -Tumor neuroectodérmico primitivo. 
  -Tumor desmoplásico de células pequeñas y redondas. 
  -Carcinomas con fenotipo rabdoide. 
  -Paraganglioma. 
5. Alteraciones genéticas y moleculares 
Es un hecho conocido que el carcinoma de pulmón es el resultado de cambios 
genéticos y epigenéticos complejos que desencadenan la transformación 
maligna de las células mediante una progresión escalonada asociada a la 
acumulación de anomalías genéticas (Travis 2015). Dicha transformación 
tiene lugar mediante la adquisición por parte de algunas células de 
determinadas alteraciones en un pequeño número de genes que les confiere 
una ventaja proliferativa; este fenómeno, denominado iniciación, facilita la 
progresión a carcinoma invasivo de dicho clon celular. Los carcinógenos 
presentes en el humo del tabaco y en contaminantes industriales y/o 
ambientales pueden actuar como desencadenantes de dicho proceso de 
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iniciación en el tracto respiratorio. En los últimos años se ha evidenciado la 
existencia de alteraciones genéticas en todos los tipos histológicos principales 
de carcinoma de pulmón, que incluyen pérdidas de heterocigosidad, 
inestabilidad cromosómica, mutaciones en oncogenes y en genes supresores 
tumorales, cambios epigenéticos (hipermetilación de promotores) y expresión 
aberrante de genes involucrados en el control de la proliferación celular (Travis 
2015). Aunque varias de ellas son compartidas por las distintas variantes, los 
estudios citogenéticos demuestran la existencia de un patrón característico de 
alteraciones cromosómicas en el CPCP: 
-Mutaciones en TP53: constituyen la alteración genética más frecuente en los 
carcinomas de cualquier origen. Las mutaciones son habitualmente missense 
o sentido erróneo, y entre los distintos tipos de carcinoma de pulmón son más 
frecuentes en el CPCP, en el que aparecen en el 90% de los casos, que el 
CPNCP (George J 2015). 
-Inactivación del gen del retinoblastoma (RB) y sobreexpresión de E2F1: 
producida principalmente como consecuencia de alteraciones genómicas 
complejas o mutaciones en uniones exón-intrón. Esta alteración está presente 
en aproximadamente el 65% de los casos de CPCP (Kaye 2002, George J 
2015). 
-Amplificación en genes de la familia MYC (MYCL1, MYCN y MYC) (Wistuba 
2001, George 2015), FGFR1 e IRS2 (George 2015). 
-Upregulation o regulación al alza de la molécula proapoptótica Bcl-2. 
-Activación de ciclos autocrinos. 
-Metilación de caspasa-8. 
-Alteración en el número de copias con elevada incidencia de deleciones de los 
cromosomas 3p, 5q, 10q, 13q y 17q asociada a ganancia de ADN en 3q, 5p, 
6p, 8q, 17q, 19q y 20q (Balsara 2002). Las deleciones en el cromosoma 3p 
están presentes en cerca del 100% de los casos. Se localizan principalmente 
en las regiones 3p14.3-3p14.2 (locus del gen FHIT5) y 3p12.3-3p12.2 (locus 
del gen ROBO1) y con frecuencia se asocian a la formación de un 
isocromosoma 3q (George J 2015). La ganancia de ADN del cromosoma 17q24-
q25 está considerada como un potencial marcador del desarrollo de metástasis 
cerebrales (Petersen 2000).  
6. Clínica 
El CPCP aparece frecuentemente diseminado al diagnóstico, con metástasis en 
ganglios regionales en un 26,1% de los casos y a distancia en el 52,8%. 
Únicamente un 8,2 % de los casos debutan como enfermedad localizada. En 
origen se trata de tumores de localización central, en forma de masa hiliar o 
perihiliar en 74-78% de los casos, frecuentemente con adenopatías hiliares y 
colapso lobar asociado. Los tumores de localización periférica son 
radiológicamente indistinguibles de otras neoplasias pulmonares. La presencia 
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de cavitación y/o derrame asociado es menos frecuente que en otros tipos 
histológicos de carcinoma de pulmón. La sintomatología local del tumor 
primario es propia de neoplasias de localización central en el tracto 
respiratorio, e incluye estridor, hemoptisis, ronquera y parálisis de cuerda 
vocal entre otras, ésta última como resultado de la frecuente extensión 
locorregional precoz. No obstante, debido a su comportamiento agresivo, los 
síntomas más habituales son los propios de enfermedad diseminada: pérdida 
de peso, abdominalgia secundaria a metástasis hepáticas, pancreáticas o 
suprarrenales y dolor por afectación ósea. En estos casos no es infrecuente 
que el tumor primario no sea visible radiológicamente. Los pacientes 
desarrollan con frecuencia metástasis en el sistema nervioso central en el 
curso de su enfermedad, ya sea como múltiples focos de infiltración 
cerebroespinal o como siembra meníngea; hasta un 10% de ellos puede 
debutar con síntomas neurológicos por afectación cerebral en el momento del 
diagnóstico. Algunas de las manifestaciones neurológicas obedecen a un 
síndrome paraneoplásico y no a infiltración metastásica; esta circunstancia, 
que puede darse meses después de la detección del tumor o ser el primer 
signo de recidiva tras remisión, incluye cuadros de neuropatía sensorial y 
sensoriomotriz, neuropatías autoinmunes, encefalomielitis y síndrome 
miasténico de  Lambert-Eaton. Los síndromes inmunológicos paraneoplásicos 
son frecuentes en el CPCP (Pedoeem 2014); algunos autores defienden que los 
autoanticuerpos generados por las células neoplásicas serían susceptibles de 
ser detectados en un ensayo clínico, tratando así de minimizar los efectos 
adversos del tratamiento (Schultheis 2015).   Además, al tratarse de una 
neoplasia cuyas células muestran diferenciación neuroendocrina no son 
inhabituales los síndromes endocrinos, que incluyen síndrome de secreción 
inadecuada de hormona antidiurética, desenmascaramiento de una diabetes 
latente, y actividad de hormona adrenocorticotropa (ACTH) anormal. Aunque 
debido a la rápida evolución del tumor el desarrollo de un síndrome de 
Cushing es poco frecuente, hasta un 10% de los casos puede cursar con 
hiperpigmentación u otros síntomas de hipercortisolismo, o bien 
hipertrofia/hiperplasia de las glándulas suprarrenales secundaria a secreción 
ectópica de ACTH. La hipercalcemia es poco frecuente en el CPCP, incluso en 
casos con metástasis óseas, y es considerada prácticamente patognomónica de 
variante escamosa de carcinoma de pulmón. Un 10% de los pacientes debutan 
con síndrome de vena cava superior. 
7. Estadificación 
Debido a su frecuente diseminación al diagnóstico, la estadificación completa 
de los pacientes con CPCP incluye broncoscopia, radiografías de tórax, TAC 
torácico, ecografía o TAC de abdomen superior y evaluación ósea mediante 
gammagrafía o biopsia de médula ósea.  
La alta frecuencia de enfermedad diseminada en el momento del diagnóstico 
en el CPCP ha llevado a la búsqueda de un sistema específico de estadificación 
(Shepherd 1993). En estos tumores, debido a su elevada tendencia a la 
diseminación precoz, la estadificación según el sistema TNM ha demostrado 
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tener un bajo potencial predictivo de supervivencia. Esta neoplasia se 
estadifica en la actualidad en dos únicas categorías: enfermedad localizada o 
enfermedad extensa. Los criterios de consenso para ambas definidos por la 
IASLC (International Association for the Study of Lung Cancer) son los 
siguientes:  
1) Localizada (EL): se considera equivalente a los estadios I al III del sistema 
TNM. Se define como enfermedad restringida a una región anatómica que 
puede ser tratada de forma segura con un campo de radiación tolerable (Ishii 
2015); esto habitualmente corresponde a enfermedad en un hemitórax con 
metástasis en ganglios linfáticos regionales: 
  -Hiliar ipsilateral y contralateral. 
  -Mediastínico ipsilateral y contralateral. 
  -Supraclavicular ipsilateral y contralateral. 
  -Derrame pleural ispilateral (independientemente del resultado del estudio 
citológico). 
2) Extensa (EE): se considera equivalente al estadio IV de la clasificación TNM 
e incluye los casos con enfermedad más allá de los límites locorregionales 
previamente citados (Ishii 2015). 
8. Pronóstico 
El pronóstico del CPCP es en general infausto, con tasas de supervivencia que 
oscilan entre 23 meses en los pacientes con estadios limitados y 8 meses en 
pacientes con estadios extensos (Travis 2012). Hasta un 65% de los pacientes 
desarrolla diseminación metastásica extensa en el curso de su enfermedad, en 
uno o varios órganos. Las localizaciones más habituales son el pulmón 
contralateral (10%), los ganglios linfáticos (10%), la piel (10%), el cerebro 
(10%), la glándula suprarrenal (15%), la médula ósea (20%), el hígado (25%), 
los ganglios linfáticos retroperitoneales (5%) e incluso el páncreas (5%). 
Únicamente un pequeño número de casos en estadios iniciales es susceptible 
de tratamiento quirúrgico curativo. Se consideran factores de mal pronóstico 
el estadio avanzado (enfermedad extensa), los niveles elevados de lactato 
deshidrogenasa o de fosfatasa alcalina en suero, los niveles bajos de albúmina 
o de sodio en plasma y el mal estado general del paciente (Osterlind 1986). 
Hasta la fecha no se han encontrado criterios histológicos o genéticos que 
permitan predecir el curso de la enfermedad; el estadio continúa siendo el 
principal dato con valor pronóstico (Nicholson SA 2002).  
9. Tratamiento 
La terapia actual del CPCP continúa estando basada en la quimioterapia 
convencional y la radioterapia, habiéndose mantenido sin cambios en las 
últimas tres décadas (Metro 2012). El curso clínico habitual de la enfermedad 
es una respuesta inicialmente buena a la quimioterapia seguida de recidiva 
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pocos meses más tarde (Schultheis 2015, Ishii 2015); los pacientes acaban 
haciéndose refractarios al tratamiento quimioterápico (Ishii 2015).  
El bloqueo de puntos de control del sistema inmunitario con anticuerpos 
monoclonales ha emergido recientemente  como una nueva y prometedora 
herramienta terapéutica en oncología (Dong 2002, Pardoll 2012, Ishii 2015). 
Dado que el tratamiento quimioterápico actúa como estimulante de la 
actividad antitumoral del sistema inmune (Langer 2014), el periodo 
inmediatamente posterior a la finalización de los ciclos podría ser el más 
adecuado para la aplicación de terapias basadas en la inmunoterapia 
(Schultheis 2015). Estos procedimientos contribuirían a eliminar las células 
tumorales residuales, prolongando el periodo libre de enfermedad. Los 
resultados de la aplicación de estas terapias en ensayos clínicos son aún 
contradictorios: mientras que en algunos pacientes se observa una marcada 
regresión tumoral y una notoria mejoría en el curso de la enfermedad, en otros 
no se obtiene respuesta (Wolchok 2013, Topalian 2014, Brahmer 2010, 
Brahmer 2012, Topalian 2012, Taube 2014). Uno de los principales problemas 
a la hora de pautar tratamientos basados en la inmunoterapia lo constituyen 
las metástasis cerebrales; este tipo de metástasis, frecuente en los pacientes 
con CPCP, es habitualmente tratado con corticosteroides, que por su acción 
inmunosupresora podrían interferir con la terapia inmunológica.  
Otro de los abordajes terapéuticos que está siendo evaluado en el CPCP es la 
inmunoterapia anti-PD-1/PD-L1; en la actualidad están en desarrollo dos 
ensayos clínicos, el primero con demcizumab (NCT01859741), una anticuerpo 
monoclonal dirigido contra el ligando Delta-like4 (DLL4) y el segundo con 
nivolumab, como monoterapia o en combinación con ipilimumab (NTC 





El tratamiento del carcinoma de pulmón no metastásico se realiza 
habitualmente con intención curativa, mediante la utilización de cirugía, 
quimioterapia, radioterapia, o terapias frente a dianas terapeúticas 
específicas, solos o en combinación (Siegel 2015). No obstante, la mayoría de 
los pacientes se presenta con enfermedad diseminada y/o no resecable; por 
este motivo la terapia sistémica se ha convertido en un pilar esencial en el 
manejo del cáncer de pulmón (Travis 2013b). Sin embargo, se ha demostrado 
que los protocolos terapéuticos basados en la quimioterapia sistémica 
utilizados en la última década no han conseguido aumentar la supervivencia 
de los pacientes (Scagliotti 2008). En este contexto surge la necesidad de 
desarrollar nuevas estrategias terapéuticas. Dichas estrategias se han 
centrado en los últimos años en el desarrollo de terapias dirigidas frente a 
alteraciones moleculares específicas; en concreto, frente a eventos 
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mutacionales en determinadas vías de activación celular que hacen a las 
neoplasia susceptibles de ver frenado su crecimiento. Dado que estos eventos 
mutacionales se traducen en cambios en el ADN celular, ha sido posible 
desarrollar tests de detección de dichas anomalías de sensibilidad y 
especificidad adecuadas; dicha especificidad es además reproducible y 
mensurable (Borczuk 2015). De este descubrimiento derivó el paradigma de la 
unión entre una determinada terapia y un test diagnóstico predictivo de 
respuesta específico; éste último permitiría seleccionar aquellos pacientes con 
más probabilidad de verse beneficiados con dicha terapia. 
La variante histológica de carcinoma de pulmón en la que se han llevado a 
cabo los mayores avances en el campo de la oncología perosnalizada es el AC. 
Así, las mutaciones en el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) 
son un dato predictivo de respuesta a los fármacos inhibidores de la actividad 
tirosín-kinasa dirigidos frente a la activación de este receptor (Siegelin 2014); 
las traslocaciones en el receptor de kinasas del linfoma anaplásico (ALK) 
desencadenan la activación de una ruta de señalización frente a la que pueden 
dirigirse diferentes inhibidores de la actividad tirosín-kinasa (Solomon 2014). 
La tasa de mutación de EGFR es aproximadamente del 20%, aunque varía 
dependiendo del hábito tabáquico y de la región geográfica. La tasa de 
mutaciones en el gen ALK oscila entre un 2% y un 5%. A la vista de los 
porcentajes citados es evidente que una proporción importante de casos de AC 
de pulmón y la mayoría de CE, carcinomas de célula grande y carcinomas 
sarcomatoides de pulmón no disponen en la actualidad de una diana 
terapéutica específica; en estos casos, los tratamientos convencionales pueden 
ser más eficaces en el control de la progresión tumoral que las terapias 
dirigidas (Cagle 2011). Este “vacío” ha supuesto un estímulo para el desarrollo 
de nuevas alternativas de tratamiento. 
En los últimos años se ha ido acumulando de forma creciente la evidencia de 
que la activación del sistema inmune puede constituir una terapia eficaz en el 
tratamiento del cáncer. En lo que respecta a la actividad antitumoral del 
sistema inmune, los linfocitos T citotóxicos, dirigidos frente a las células 
tumorales, constituyen la subpoblación clave (Aerts 2013). El requisito 
imprescindible para que el sistema inmune desempeñe su acción antitumoral 
es pues que exista un número adecuado de linfocitos T citotóxicos funcionales; 
los agentes inmunomoduladores serían los encargados de incrementar la 
potencia y eficacia de su acción. 
El uso de sistema inmune en las terapias frente al cáncer es una idea 
planteada desde hace varias décadas. Inicialmente, y en virtud de la pobre 
respuesta a tratamientos específicos como el bacilo de Calmette-Guerin, alfa-
interferón y anticuerpos específicos como trastuzumab se consideró que el 
carcinoma de pulmón era una neoplasia poco inmunogénica, y por tanto poco 
susceptible de ser tratado con inmunoterapia (Matthay 1986, Jansen 1992, 
Schiller 1995, Clamon 2005, Domingues 2014, Borczuk 2015). En los últimos 
años las investigaciones se han centrado en la teoría de que las células 
tumorales son capaces, en algún momento de su crecimiento y proliferación, 
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de generar sistemas de “escape” del sistema inmunológico que les permitan 
sobrevivir; uno de los mecanismos postulados es la creación de un 
“microambiente” de inmunosupresión local y sistémico que afecta a la función 
de los linfocitos T citotóxicos (Aerts 2013). La capacidad de las células 
tumorales y de las del estroma circundante en el cáncer de pulmón para 
generar un microambiente capaz de suprimir la respuesta inmune del 
huésped contribuyendo a la progresión tumoral es un hecho bien conocido; 
esta actividad supresora se realiza fundamentalmente mediante una 
disminución en el número y función de los linfocitos T citotóxicos, y se ve 
reforzada por el efecto inhibitorio que la exposición al tabaco ejerce sobre el 
sistema inmunitario (Cornelissen 2012, Thomas 2012).  
En la actualidad se conocen varios puntos clave en el sistema inmune 
responsables de bloquear la actividad de los linfocitos T. Algunas de estas 
moléculas inhibidoras son CTLA-4, el gen de activación linfocitaria 3 (LAG-3), 
la mucina 3 de la inmunoglobulina de células T (TIM-3) y PD-1, que mediante 
la unión a su ligando llevan al “agotamiento” funcional de los linfocitos T; 
éstos pierden de forma secuencial la capacidad de proliferar, de segregar 
citoquinas como IL-2 y de llevar a cabo los procesos de lisis tumoral (Aerts 
2013).  A este bloqueo de la respuesta de los linfocitos T frente a las células 
tumorales se añade la presencia de factores producidos por el tumor y/o de 
determinadas condiciones del microambiente tumoral que van a inducir la 
atracción de células con acción inmunosupresora, como las células T 
reguladoras (Tregs) y las células supresoras derivadas de la serie mieloide 
(MDSCs) (Aerts 2013). 
1.1 Mecanismos de “escape” de las células tumorales del sistema inmune  
Tanto las células tumorales como el estroma peritumoral utilizan al menos dos 
mecanismos para evitar su destrucción por las células citotóxicas: 1) La 
regulación a la baja de la expresión de determinados antígenos de membrana 
(moléculas de histocompatibilidad [MHC] clase I y antígenos asociados a 
tumor [TAA]), lo que reduce su acción estimuladora sobre los linfocitos T y su 
condición de “diana” para las células presentadoras de antígeno (APC) y b) 
disminuyendo o bloqueando la activación de los linfocitos T, ya sea mediante 
la inhibición de su función o induciendo su apoptosis (Aerts 2013). Por otra 
parte, las células tumorales adquieren anomalías genéticas y epigenéticas 
capaces de modificar la respuesta inmune antitumoral (Ogino 2011). Estos 
cambios en las características de las células neoplásicas y de su entorno, que 
tienen un efecto sumatorio y cuya repercusión clínica aún no es bien 
conocida, hacen necesaria una constante readaptación del sistema 
inmunitario frente al tumor (Aerts 2013).  
En relación a los mecanismos de evitación tumoral existen varios 




Fig. 4. Mecanismos de “escape” del tumor del sistema inmune (De: Aerts JG et al. 
Cancer Res 2013).  
 
a) Las células presentadoras de antígeno (APC)  
De entre los distintos tipos celulares con actividad presentadora de antígeno, 
las más importantes son las células dendríticas. Estas células desempeñan en 
el huésped un papel crucial de inmunovigilancia, siendo las encargadas de 
iniciar la respuesta antitumoral primaria mediada por los linfocitos T 
efectores. Su acción es también esencial en la activación del sistema inmune 
modificado o adaptado tras la aparición de una neoplasia, por su capacidad de 
incorporar antígenos tumorales y procesarlos y presentarlos a los linfocitos 
naïve para su activación antígeno-específica (es decir, dependiente de 
antígenos específicos del tumor) (Aerts 2013). 
Aunque el número de células dendríticas identificadas en el interior de los 
nidos tumorales en las biopsias es escaso, su implicación y relevancia en la 
respuesta inmune antitumoral ha podido demostrarse en algunos estudios: 1) 
su identificación en el tejido tumoral en las neoplasias se correlaciona con un 
mejor pronóstico (Ananiev 2011, Guluvoba 2012, Kashimura 2012); y 2) en un 
estudio piloto llevado a cabo en pacientes con cáncer de pulmón se demostró 
que existe una correlación entre el porcentaje de células dendríticas 




b) El microambiente tumoral 
Las células tumorales producen, tanto en los tejidos de origen como en los 
órganos en los que metastatizan, una amplia variedad de citoquinas, factores 
quimiotácticos y metabolitos con capacidad de interferir en el desarrollo y la 
funcionalidad de las células dendríticas locales y/o circulantes. Además, 
generan en los tejidos determinadas condiciones como la hipoxia que son 
capaces de inducir la adquisición por parte de los macrófagos de un fenotipo 
proangiogénico (M2), que a su vez conlleva la producción de factores con 
capacidad de inducir la neoformación de vasos sanguíneos, como el factor de 
crecimiento del endotelio vascular (VEGF) y la metaloproteinasa MMP-9 (White 
2003). VEGF es también capaz, junto a factores tumorales como la 
interleuquina 10 (IL-10), de producir una disminución en el número y en la 
función de las células dendríticas; así, se ha demostrado que las expuestas a 
los factores citados muestran: 1) una disminución significativa en los niveles 
de expresión de moléculas de histocompatibilidad, de moléculas de adhesión 
celular y de moléculas co-estimuladoras; 2) un empeoramiento de la capacidad 
de absorción o integración de antígenos; 3) una disminución de la motilidad y 
4) un deterioro en la capacidad de activación de las células T naïve (Dong 
2003, Yanagimoto 2005, Brimnes 2006, Pizón-Charry 2007, Zeng 2007, Yang 
2008, Jia 2012). En el carcinoma de pulmón no célula pequeña se ha descrito 
además la presencia de determinados factores, especialmente la linfopoyetina 
tímica estromal y COX-2, que incrementarían el número de células T 
reguladoras o Tregs, con acción promotora del crecimiento tumoral (Sharma 
2005, Li 2011). 
Los factores tumorales pueden así mismo afectar a los linfocitos T, influyendo 
negativamente sobre su supervivencia, activación y secreción de citoquinas. 
Así, ciertas proteínas ligadoras de glicanos pertenecientes a la familia de las 
galectinas son capaces de unirse a glucoconjugados presentes en las células T 
y desencadenar señales intracelulares que: 1) inducen la apoptosis celular; 2) 
suprimen la secreción de TH1 y de citoquinas proinflamatorias; 3) bloquean el 
receptor de las células T (TCR) y 4) sensibilizan a los linfocitos T frente al 
factor inductor de muerte celular FasL. Otros factores como la interleuquina 
10 (IL-10), el factor de crecimiento tumoral beta (TGF-β) y la prostaglandina 
E2 (PGE2) son capaces de inhibir de forma directa la activación, proliferación 
y diferenciación de los linfocitos T (Aerts 2013). 
c) Las células T reguladoras (Tregs) 
Las células T reguladoras o Tregs son una subpoblación de linfocitos T CD4+, 
CD25+ con acción inhibidora sobre el sistema inmunitario. Desempeñan un 
papel crucial en el mantenimiento de la quiescencia inmune, evitando la 
aparición de reacciones excesivas o desproporcionadas; es un hecho conocido 
que las anomalías en la función de las células T reguladoras contribuyen al 
desarrollo de enfermedades autoinmunes severas como la artritis reumatoide 
(Aerts 2013).  Estas células, que constituyen entre el 2% y el 5% del total de 
linfocitos T CD4+ circulantes en sangre periférica, se caracterizan por la 
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expresión de Foxp3, GITR (proteína relacionada con el receptor del factor de 
necrosis tumoral [TNF] inducido por corticoides), LAG-3 (gen 3 de activación 
de linfocitos) y CTLA4, y por presentar regulación a la baja de interleukina 7 
(IL-7 o CD127).  
Los Tregs pueden derivar de la maduración de células linfoides en el timo 
(siendo entonces denominados Tregs naturales) o bien de la inducción de éstas 
en los tejidos o en la circulación sanguínea (Tregs inducidos). Los Tregs 
inducidos proceden de linfocitos T näive activados tras estimulación 
antigénica subóptima por parte de células dendríticas inductoras de tolerancia 
inmunológica o tras estimulación con factor de crecimiento tumoral beta (TGF-
β) e interleuquina 10 (IL-10). Los Tregs inducidos se caracterizan por la 
capacidad de secretar citoquinas que inhiben de forma directa a los linfocitos 
T efectores y transforman a las células dendríticas en células presentadoras de 
antígeno con acción supresora (Wei 2006). Dependiendo del tipo de citoquina 
producida, se subdividen en varios grupos: 1) Tregs tipo I secretores de IL-10; 
2) Tregs productores de TGF-β (también denominados células TH3) y 3) Tregs 
secretores de IL-35 (Mouglakakos 2010). Mediante la secreción de estos 
mediadores químicos, fundamentalmente la IL-35, las células Treg inducidas 
son capaces de extender la capacidad inmunosupresora a otros linfocitos; su 
similitud con la diseminación de un proceso infeccioso ha llevado a denominar 
a  este fenómeno como “tolerancia infecciosa” (Chaturvedi 2011). 
Se ha observado la presencia de un número de Tregs superior al existente en 
individuos sanos en pacientes con carcinoma de pulmón no célula pequeña 
tanto en el tejido tumoral como en sangre periférica (Woo 2001, Okita 2005). 
Entre los distintos factores responsables de dicho incremento estaría, como se 
ha mencionado previamente, la expresión intratumoral de COX-2 y de 
linfopoyetina tímica estromal. Algunos autores han demostrado que el 
incremento de Tregs se correlaciona con la presencia de metástasis 
ganglionares y se asocia a un peor pronóstico (Suzuki 2001, Dimitrakopoulos 
2011, Tao 2012). En pacientes con cáncer, y por su acción inhibidora del 
sistema inmune, la activación de las células Treg facilitaría el crecimiento y la 
diseminación de las neoplasias; de hecho, estas células son consideradas los 
más potentes inhibidores de la inmunidad antitumoral (Zou 2006). Este efecto 
de tolerancia inmunológica es realizado bien por acción supresora directa 
sobre la función de los linfocitos T o bien mediante la secreción de citoquinas 
inmunosupresoras como la interleuquina 10 (IL-10) o el factor de crecimiento 
tumoral beta (TGF-β) (Thornton 1998, Hawrylowicz 2005).  
d) Las células supresoras derivadas de la serie mieloide (MDSCs)  
Las células derivadas de la serie mieloide con acción supresora (MDSCs) 
reúnen un grupo heterogéneo de células inmaduras de estirpe mieloide y 
progenitores de serie mieloide originadas en la médula ósea. En condiciones 
normales y en individuos sanos estas células se diferencian con rapidez en 
monocitos, granulocitos o células dendríticas. Sin embargo, en situaciones de 
septicemia, traumatismos y/o enfermedades autoinmunes, se produce un 
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bloqueo parcial de su diferenciación que conlleva su expansión inicial y 
posterior liberación en el torrente sanguíneo. Este fenómeno se ha observado 
también en pacientes con cáncer, incluyendo aquéllos con CPNCP; en ellos, el 
número de MDSCs en el bazo, en la sangre periférica y en los órganos 
afectados por la neoplasia aparece significativamente incrementado (Almand 
2001). En este mismo sentido, se ha observado que en los pacientes con 
CPNCP que respondían al tratamiento quimioterápico y en aquéllos tratados 
con cirugía se producía una reducción de la subpoblación de MDSC que 
aparecía incrementada antes del tratamiento (Liu 2010). Algunos de los 
mecanismos por los que las MDSCs contribuyen a la aparición de tolerancia 
inmunológica en el microambiente tumoral son: 1) la inhibición de la 
activación de las células T, de modo inespecífico o mediante mecanismos 
antígeno-específicos, alterando la capacidad de las moléculas de 
histocompatibilidad clase I (MHC-I) de presentar péptidos antigénicos en las 
células tumorales (Lu 2011); 2) la inhibición de las células dendríticas (Cheng 
2008) y 3) la expansión de la población de Tregs (Hoechst 2008, Pan PY 2010). 
Además, algunos estudios han demostrado que las MDSCs están implicadas 
en la angiogénesis, vasculogénesis y diseminación metastásica de las 
neoplasias mediante la secreción de MMP-9 y de TGF-β1 (Finke 2011). Estos 
efectos están mediados por la producción por parte de estas células de óxido 
nítrico, peroxinitrito y substancias reactivas derivadas del oxígeno, y también 
por la secreción de IL10 y TGF-β (Ostrand-Rosenberg 2010). Además, las 
MDSCs producen una regulación al alza de la actividad de la arginasa-I, que 
produce una depleción del aminoácido esencial L-arginina, lo que contribuye a 
la inducción de tolerancia en las células T a través de la regulación a la baja 
de la expresión de la cadena CD3ζ del receptor TCR (Youn 2010). No obstante, 
estos mecanismos de supresión de la respuesta inmune dependen en gran 
medida de las condiciones del microambiente (Ostrand-Rosenberg 2012). 
Por las razones expuestas,  la utilización in vivo de fármacos dirigidos contra 
las MDSCs como el 5-fluoruracilo, gemcitabina, sunitinib, imatinib, dasatinib 
abren un prometedor campo en el tratamiento del cáncer (Ugel 2009, Vincent 
2010, Apetoh 2011, Kao 2011). Se ha demostrado en ratones que el 
tratamiento con ácido trans-retinoico, con la ayuda de las células T natural 
killer (NK), convierte a las MDSCs pobremente inmunogénicas en APC 
eficientes, incrementando de esta manera la respuesta inmune antitumoral 
(Lee 2011). Más recientemente se han publicado estudios que demuestran la 
actividad supresora o inductora de diferenciación de las MDSCs de otros 
fármacos como la cucurmina, IL-10, vitamina D3 y 5-aza-2´-deoxicitidina, así 
como la eficacia del uso de agentes que disminuyen la actividad de la 
arginasa; dado que algunos de ellos están ya aprobados por la FDA para el 
tratamiento de enfermedades distintas al cáncer , estos agentes podrían 
constituir en los próximos años una prometedora vía de investigación para  





1.2. Los infiltrados linfoides asociados al tumor (TILs) 
El primer paso en la expansión y diferenciación de los linfocitos T citotóxicos 
antitumorales es la presentación de los antígenos presentes en las células 
neoplásicas que han llegado a los ganglios linfáticos de drenaje del tejido 
tumoral mediante las APC. Este paso permite la liberación a la circulación y la 
posterior migración al tejido tumoral de linfocitos T citotóxicos; dicha 
migración está mediada por interacciones complejas con diversos receptores 
de adhesión reguladas por la influencia de distintos factores quimiotácticos. 
Una vez situados en el interior del tumor, estos linfocitos T citotóxicos 
modificados se disponen en agregados denominados “infiltrados linfoides 
asociados al tumor” (del inglés “tumor infiltrating lymphocytes” o TILs) (Aerts 
2013). Tal y como se ha descrito previamente, las células dendríticas son las 
principales células APC de entre las que se encargan de realizar este paso 
esencial para la diferenciación de los linfocitos T citotóxicos. 
La interacción directa entre las células tumorales y los TILs puede llevar a una 
regulación a la baja de la cadena CD3ζ y de tirosín-kinasas específicas en los 
linfocitos asociados al tumor: ello conduciría a un empeoramiento en la 
función de los receptores de señales de los linfocitos T, que en última 
instancia inhibiría su función lítica y bloquearía la fase efectora antitumoral. 
Algunos autores sugieren que la expresión de receptores de ligandos de 
muerte celular como FasL, TRAIL o RANTES en la propias células tumorales o 
en los exosomas liberados por éstas es capaz de inducir apoptosis en los 
linfocitos T activados, incluso en aquéllos situados en localizaciones alejadas 
del tumor (Abusamra 2005). 
1.3. El papel de los macrófagos 
Los macrófagos son componentes habituales del sistema inmune originados 
en la médula ósea a partir de sus precursores, los monocitos. Desde la década 
de los 60 es un hecho conocido que son células esenciales para la defensa 
antibacteriana, y que su activación in vivo es realizada por los linfocitos T 
(Mackaness 1964). Aunque inicialmente se desconocía el mecanismo por el 
cual los macrófagos eran capaces de destruir microorganismos, más adelante 
se descubrió que esta actividad se llevaba a cabo a través de la producción de 
oxido nítrico (ON); además, mediante la liberación de esta substancia, los 
macrófagos también podían eliminar células tumorales (Hibbs 1987). Este 
dato se vio apoyado tras la observación de que los macrófagos localizados en 
un tumor que está intentando ser eliminado por el sistema inmune producen 
enormes cantidades de ON (Mills 1992). Posteriormente, otros autores 
observaron que en heridas estériles los macrófagos producen grandes 
cantidades de ornitina, una molécula precursora de las poliaminas necesaria 
para la proliferación celular y por tanto fundamental para llevar a cabo los 
procesos de reparación tisular (Albina 1990). Recientemente se ha observado 
que los macrófagos presentes en los infiltrados inflamatorios asociados a las 
neoplasias también producen esta substancia en cantidades significativas, y 
además otras moléculas de conocida acción promotora del crecimiento como 
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VEGF, EGF y TGFβ (Mills 2015). Así pues, estas células son capaces de 
producir al mismo tiempo óxido nítrico, con acción inhibidora del crecimiento 
celular, y ornitina, con acción estimuladora; esta producción tiene como 
substrato la arginina, que se procesa bien por la vía enzimática de la sintasa 
del óxido nítrico, bien por la vía de la arginasa para dar lugar a una u otra 
substancia,  respectivamente  (Mills 2001, Mills 2012). Los macrófagos son, 
por tanto, células con una característica única, esto es, la doble capacidad de 
reparar y/o destruir dependiendo de las circunstancias (Mills 2015). En 
función del predominio de una u otra capacidad se ha clasificado a estas 
células en dos subpoblaciones: los macrófagos tipo M1, con actividad killer  
y/o inhibidora del crecimiento celular, y los macrófagos M2, promotores del 
crecimiento y la reparación (Mills 2000). 
La verdadera relevancia de los macrófagos en la composición de los infiltrados 
inflamatorios relacionados con los tumores se puso de manifiesto cuando la 
dificultad para identificar en las neoplasias antígenos específicos a fin de 
diseñar terapias dirigidas recondujo la investigación al estudio de las 
posibilidades de activar el sistema inmune contra el tumor (Mills 2012). De 
hecho, la mayor parte de los tumores carece de dichos antígenos distintivos, 
con lo que los procesos de promoción e inhibición del crecimiento tumoral 
tienen lugar a través de mecanismos “innatos” (Mills 1992, O´Sullivan 2012). 
La importancia de la actividad directa de los macrófagos en la evolución del 
cáncer se ve sustentada por las observaciones realizadas en otras especies. 
Así, en animales invertebrados, que carecen de linfocitos T y B, la incidencia 
de cáncer es baja, lo que apoyaría la hipótesis de que los macrófagos y la 
inmunidad innata desempeñan un importante papel en la inhibición de la 
aparición y crecimiento de los tumores (Robert 2010, Wang J 2015). Además, 
los animales en los que predomina la actividad de la subpoblación M1 de los 
macrófagos muestran una incidencia de tumores inferior a la de aquéllos en 
los que la actividad dominante es la de los macrófagos M2 (Evans 1977, Mills 
2000, Mills 2015). Esto podría estar en relación no solo con la actividad 
intrínseca de la subpoblaciones de macrófagos, sino con su capacidad de 
modificar la actividad de los linfocitos T y B haya o no presentes antígenos 
específicos de tumor. En este sentido se ha demostrado que los macrófagos 
tipo M1 inducen en las células T näive una respuesta tipo Th1/citotóxica; esta 
respuesta puede además amplificar la actividad M1 killer mediante la 
producción de IFNγ (Mills 2015). Esta modulación regularía el proceso de 
eliminación del tumor; hay que tener en cuenta que la destrucción del tejido 
tumoral por el ON, una vez desencadenada su liberación, es inespecífica e 
indiscriminada (Hibbs 1987). En contraposición, los macrófagos tipo M2, a 
través de la liberación de TGFβ y de IL-10, transforman a los linfocitos T en 
Tregs e inducen en ellos respuestas sin actividad antitumoral; además, esta 
subpoblación estimula una respuesta tipo Th2 asociada a la producción de 
anticuerpos (Mills 2000, Ruffell 2015).  
Sin embargo, la participación de los macrófagos en la evolución de los tumores 
no se limita a los mecanismos “innatos”. Es un hecho conocido que estas 
35 
 
células no solo son necesarias para presentar antígenos a los linfocitos T, sino 
que, al estar dotadas de receptores  tipo Toll (entre otros), tienen la capacidad 
de reconocer patógenos de forma directa y específica (Medzhitov 1997). Así, 
además de su actividad inmunológica “innata”,  los macrófagos son capaces de 
desencadenar respuestas inmunes adaptativas. Esto es especialmente 
importante cuando en una neoplasia existen antígenos específicos; en estos 
casos, la inmunidad adaptativa dirigida por los macrófagos desencadena la 
estimulación de linfocitos T citotóxicos contra dichas dianas antigénicas 
tumorales, limitando la acción destructiva indiscriminada y disminuyendo por 
tanto los efectos colaterales; en estos casos la actividad de los macrófagos es 
capaz además de generar “memoria inmunológica” en los linfocitos T y B (Mills 
2015). 
Se ha demostrado que la potenciación de la subpoblación M1 resulta en 
inhibición tumoral (Beatty 2011, Ruffell 2015). Además, recientemente se han 
aportado evidencias de que los macrófagos tipo M2 pueden ser modulados y 
transformados en macrófagos tipo M1, y que esta modulación es capaz de 
producir el “rechazo” del tejido tumoral (Mills 1992, Beatty 2011, O´Sullivan 
2012). Sin embargo, en la mayoría de las neoplasias la población 
predominante de macrófagos corresponde al tipo M2; este hecho podría 
explicarse por la liberación en el microambiente tumoral de substancias como 
PGE2 y TGFβ, capaces de inhibir la activación de los macrófagos tipo M1 (Noy 
2014, Ruffell 2015). Además de a los factores humorales citados, la menor 
actividad de los macrófagos M1 en las neoplasias también es atribuible a la 
ausencia de antígenos tumorales específicos (Albina 1990). A su vez, ambos 
factores (las moléculas liberadas en el microambiente tumoral y la ausencia de 
antígenos tumorales específicos) desempeñan un papel importante en la 
limitación de otras respuestas antitumorales innatas, como la activación de 
las células natural killer. Estas células destruyen las células neoplásicas, de 
forma directa o mediante la activación de los macrófagos tipo M1 a través de la 
liberación de IFNγ (O´Sullivan 2012).  
La evidencia previamente expuesta sustenta el desarrollo de las nuevas 
terapias basadas en los macrófagos mediante la inducción de sus diversos 
mecanismos de acción (fig. 5). Las basadas en la actividad inmune innata de 
los macrófagos tipo M1 se denominan MIC1 (macrophage-innate conversión 
therapy), mientras que los basados en su actividad inmunitaria adaptativa 
han recibido el nombre de MAC1 (macrophage-adaptive conversión therapy). 
Pese a que el aumento de la respuesta de los macrófagos M1 y de otros 
mecanismos de respuesta inmune innata o adaptativa mediante las terapias 
MIC1 y MAC1 tiene una acción beneficiosa contra el cáncer, en los primeros 
ensayos se han observado efectos secundarios importantes; así, se ha 
demostrado la asociación de la potenciación de las respuestas M1-Th1 
citotóxicas produce y/o contribuye a la aparición de arterioesclerosis y de 
otras enfermedades inflamatorias crónicas (Mills 2012, Mills 2014, Mills 
2015). El avance en el conocimiento de los mediadores implicados en estos 
efectos y el desarrollo de nuevos fármacos contribuirá a obtener el mayor 
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beneficio antitumoral de estas prometedoras terapias, disminuyendo los 
efectos indeseables.  
 
Fig 5. Inmunoterapia basada en la actividad de los macrófagos (De: Mills CD et al. 
Cancer Res 2016). 
 
2. Tipos de inmunoterapia 
A la vista de lo descrito previamente, la optimización de la función de los 
linfocitos T citotóxicos de forma previa a la administración de tratamientos 
inmunomoduladores es probablemente un paso esencial para incrementar la 
eficacia de estos agentes terapéuticos (Aerts 2013). Las terapias deberían 
entonces ir dirigidas a la “reactivación” del sistema inmunitario frente al 
tumor (Borczuk 2015). Como en otros sistemas biológicos, en el 
funcionamiento del sistema inmune intervienen rutas de activación y rutas de 
inhibición, cada una de ellas con sus puntos de control claves e interacciones 
complejas y/o redundantes. La base teórica de la inmunoterapia, cuyo objetivo 
es mejorar la respuesta inmune dirigida específicamente contra el tumor 
(Aerts 2013), se fundamentaría pues en los denominados “puntos de control 
inhibitorios” del sistema inmune; son señales con acción inhibidora que 
regulan a la baja la respuesta del sistema inmune mediada por linfocitos T, a 
los que se considera cruciales en la actividad inmunológica en los tejidos 
periféricos y en el mantenimiento de la tolerancia autoinmunitaria. Algunos 
estudios han demostrado que este procedimiento, ya sea como tratamiento 
único o bien en combinación con otros, es una de las opciones terapéuticas 
con mayores posibilidades de éxito (Sundar 2014, Domingues 2014). 
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2.1. Inmunoterapia pasiva 
Esta modalidad de inmunoterapia utiliza agentes inmunológicos obtenidos in 
vitro que son capaces de modificar la respuesta de los linfocitos T efectores. 
Los agentes más habituales son los anticuerpos monoclonales y las citoquinas 
recombinantes. La unión de las citoquinas IL-2, IL-7, IL-15 e IL-21 al receptor 
γ de los linfocitos T (IL-2RG) aumenta in vivo la expansión de las células T y 
prolonga su persistencia en el lugar de acción. Los anticuerpos monoclonales 
ejercen su acción inmunomoduladora bien mediante la inhibición de las 
moléculas o células con acción inmunosupresora, bien mediante la activación 
de moléculas con acción estimuladora del sistema inmune. Algunos ejemplos 
de este grupo de agentes serían los anticuerpos monoclonales dirigidos frente 
a CTLA-4, PD-1, PD-L1, TIM-3 y BTLA, que son capaces de prevenir el bloqueo 
de la acción efectora de las células T. Algunos de ellos (anti-CTLA-4, anti-PD-1 
y anti-PD-L1) han sido evaluados en ensayos clínicos sobre pacientes con 
carcinoma de pulmón, y están siendo testados en la actualidad en ensayos 
fase III como tratamientos de primera línea (en el caso de anti-CTLA-4) o de 
segunda-tercera línea (anti-PD-1). El perfil de toxicidad de estos agentes en el 
carcinoma de pulmón es similar al observado en otras neoplasias e incluye 
fundamentalmente procesos relacionados con la autoinmunidad como colitis e 
hipofisitis. La experiencia creciente con este tipo de terapias demuestra que 
una intervención precoz mediante tratamientos con corticoides a dosis altas 
reduce significativamente los casos de toxicidad grado 3 y 4 (Aerts 2013). 
Además de las descritas, existe otra variante de inmunoterapia pasiva basada 
en la depleción de VEGF del ambiente tumoral mediante el uso de anticuerpos 
monoclonales específicos como el bevacizumab. La presencia en el 
microambiente de VEGF ejerce una acción supresora sobre el sistema 
inmunitario, por lo que su bloqueo contribuiría a la reactivación de los 
mecanismos antitumorales. Este procedimiento tiene un efecto añadido sobre 
las células dendríticas: incrementar su función activadora de los linfocitos T 
(Aerts 2013). 
2.2. Inmunoterapia activa 
La inmunoterapia activa se basa en la estimulación in vivo de las células 
efectoras del sistema inmune, ya sea mediante el suministro de mediadores 
inmunológicos o bien mediante la administración directa de células con 
capacidad de activar el sistema inmunológico. Uno de los procedimientos se 
basa en la transferencia de células T “adoptivas” previamente expandidas y/o 
activadas ex vivo (Tey 2006, Sun 2011). Este método parte de la dificultad de 
que el número de linfocitos T citotóxicos en sangre periférica es muy reducido, 
y los TILs pueden ser escasos o incluso inexistentes (Tey 2006).  Una 
alternativa a esta técnica sería la transferencia de linfocitos T autólogos no 
solo previamente expandidos ex vivo, sino a los que además se ha modificado 
generando un receptor antigénico TCR quimérico; este procedimiento sería 
especialmente prometedor en los casos en los que se conozcan los antígenos 
del tumor (Chinnasami 2011). Aunque la transferencia de estos linfocitos 
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modificados dirigidos frente a antígeno permitiría soslayar la acción inhibitoria 
ejercida por el microambiente tumoral, habría no obstante limitaciones 
relacionadas tanto con la especificidad de acción de estas células como con la 
probablemente amplia diversidad de antígenos expresados por algunos 
tumores (Aerts 2013). Esta última razón es la que limita el empleo de vacunas 
elaboradas a partir de determinados epítopos TAA en los pacientes con 
CPNCP; dado que el número de péptidos específicos del carcinoma de pulmón 
que se conoce es relativamente bajo, para que el procedimiento fuera 
verdaderamente eficaz sería necesario un tipado completo de MHC 
(Chinnasami 2011). Esta necesidad de identificación “masiva” de péptidos 
podría eludirse únicamente si se inmunizara al paciente con la totalidad de 
proteína TAA. Estas proteínas serían asimiladas por las APC (principalmente 
las células dendríticas) y posteriormente procesadas de forma endógena dando 
lugar a epítopos susceptibles de ser presentados a los linfocitos; no obstante, 
al no tratarse de proteínas directamente tomadas de las células tumorales, tal 
y como sucede en condiciones normales, el mecanismo perdería al menos 
parte de su carácter específico (Aerts 2013). A ello hay que añadir el bloqueo 
que las células cancerosas ejercen in vivo sobre la función de las APC 
(Schneider 2011). Así pues, y aunque hay evidencia de que las células 
dendríticas pueden ser estimuladas in vivo, la eficacia clínica real de dicha 
estimulación es limitada (Aerts 2013). Una alternativa a este procedimiento es 
la estimulación ex vivo de las células dendríticas y su posterior inyección en el 
paciente. Este sistema ha sido probado recientemente en un ensayo de 
pacientes con carcinoma de próstata metastásico resistente a la castración 
química, en los que consiguió aumentar la supervivencia, demostrando que 
cuando las células dendríticas son adecuadamente estimuladas y “cargadas” 
con antígenos de amplio espectro son capaces de activar diversos tipos 
celulares y generar linfocitos T citotóxicos con acción antitumoral; este 
resultado contribuye a incrementar la evidencia de la utilidad de la 
inmunoterapia basada en células en los tumores sólidos (Madan 2011). El 
empleo de las células dendríticas en inmunoterapia requiere pues el empleo de 
células adecuadamente estimuladas; los principales inconvenientes de este 
tipo de procedimiento son, a la vista de lo previamente expuesto, su 
complejidad y su elevado coste. Por tanto, y  aún constituyendo una 
posibilidad prometedora, su aplicación en las terapias contra el cáncer está 
todavía lejos de ser incluida en la práctica habitual (Aerts 2013).  
En relación con el objetivo primordial de aumentar la eficacia de los linfocitos 
T efectores se sitúan las estrategias dirigidas a soslayar la acción inhibidora 
del sistema inmune mediada por las células T reguladoras o Tregs. Los 
procedimientos existentes hasta la fecha son: 1) la depleción de células Treg 
mediante procedimientos como la linfoablación química o radioterápica, la 
administración de anticuerpos monoclonales o toxinas dirigidas frente a CD25 
(daclizumab, basiliximab, denileukin difitox, RFT5-SMPT-dgA y LMB-2) o con 
ciclofosfamina metronómica; 2) la supresión de la función de las células Treg 
con fármacos como ipilimumab, tremelimumab  (anti-CTLA4), DTA-1 (anti-
GITR), denosumab (anti-RankL), mediante la modulación del receptor Toll-like 
39 
 
o la estimulación de OX40 o inhibiendo la hidrólisis de ATP con inhibidores de 
ectonucleotidasas; 3) el bloqueo del reclutamiento y retención selectiva de 
células Treg en los lugares de localización del tejido tumoral con agentes como 
CCl22, CXCR4, CD103 y CCR2; y 4) el aprovechamiento de la plasticidad de 
los linfocitos T mediante la modulación de la expresión de IL-6, TGF-β y 
prostaglandina E2 (PGE2), ésta última con el inhibidor de COX-2 celecoxib 
(Byme 2011). 
 
III. EL RECEPTOR PD-1 Y SUS LIGANDOS 
1. Caracterización y función biológica 
PD-1 (Programmed cell death protein 1), también denominada receptor CD279 
(Sundar 2014, Drake 2014), es una proteína transmembrana tipo 1 
perteneciente a la superfamilia CD28 de las inmunoglobulinas que se expresa 
en gran parte de las células de estirpe hematopoyética: linfocitos B y T, células 
natural-killer, células T-natural killer, células dendríticas, mastocitos y 
macrófagos (Ishida 1992, Sharpe 2007, Keir 2008, Brahmer 2012, Ishii 2015). 
Esta proteína está implicada en la regulación de la activación y proliferación 
celular (Dong 2002, Pardoll 2012). Aun siendo habitual en las células 
hematolinfoides, no es exclusiva de éstas, habiéndose identificado también en 
la superficie de células endoteliales y epiteliales, incluyendo las neoplásicas 
(Sharpe 2007, Parsa 2007, Brahmer 2012). PD-1 aparece además 
sobreexpresada en la superficie de las células T “exhaustas” (Barber 2006). Su 
acción inmunomoduladora se basa fundamentalmente en el bloqueo de los 
linfocitos T activados, siendo considerado uno de los receptores clave en la 
inhibición de la acción del sistema inmunitario (Pardoll 2012, Topalian 2012). 
Además, se ha demostrado que su bloqueo va seguido de la recuperación de la 
función en las células T “exhaustas” (Barber 2006).  
Los ligandos de la proteína PD-1, conocidos como ligandos de muerte 
programada, se denominan PD-L1 o CD274 y PD-L2 o CD273 (Latchman 
2001, Intlekofer 2013). Ambos pertenecen a la familia B7, que incluye además 
los ligandos B7-H3 y B7-H4 (Sun Y 2006); por su pertenencia a dicha familia 
proteica PD-L1 y PD-L2 reciben también los nombres de B7-H1 y B7-DC 
(Sundar 2014, Drake 2014). PD-L1 se expresa, al igual que PD-1, en células 
hematopoyéticas, en el endotelio y en células epiteliales nativas y neoplásicas, 
habiéndose descrito en una gran variedad de tumores: carcinoma de pulmón, 
melanoma, glioblastoma, carcinoma de cabeza y cuello, estómago, colon, 
páncreas, mama, ovario, cérvix y útero, así como en neoplasias 
hematolinfoides como el mieloma múltiple, linfoma y varios tipos de leucemias 
(Dong 2002, Curiel 2003, Wu 2006, Nomi 2007, Berger 2008, Brahmer 2013). 
La interacción entre las moléculas de PD-1 expresadas en la membrana 
celular de los linfocitos T efectores y las moléculas de PD-L1 de las APC es uno 
de los puntos de control del sistema inmunitario destinados tanto a restringir 
el daño tisular secundario a la respuesta inmune desencadenada tras una 
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infección o un proceso inflamatorio como a inhibir respuestas autoinmunes 
(Yang CY 2014, Wang A 2015). La unión de PD-L1 al receptor PD-1 es capaz 
de inhibir la señalización celular mediada por el receptor de células T 
disminuyendo la interacción de éstas con las células dendríticas, lo que 
conduce a la anergia (Borczuk 2015). Este bloqueo se produciría también en la 
respuesta inmune mediada por células T frente a los tumores (Latchman 
2001, Zou 2008, Intlerkofer 2013). En este sentido se ha postulado que la 
expresión de PD-L1 por las células neoplásicas es uno de los mecanismos de 
“escape” del sistema inmune; la interacción entre la molécula de PD-L1 de las 
células tumorales y el receptor PD-1 de los linfocitos T daría como resultado 
un cese de actividad linfocitaria antitumoral (Boczuk 2015). En el carcinoma 
de pulmón esta hipótesis se ve apoyada por dos observaciones:1) los pacientes 
con CPNCP tratados quirúrgicamente cuyas células neoplásicas expresan PD-
L1 tienen una menor supervivencia post-quirúrgica (Yang 2014, Wang A 2015) 
y 2) en el CPNCP la expresión de PD-L1 experimenta una regulación al alza, 
detectándose en las células tumorales en proporciones de entre el 40 y el 50%, 
independientemente del subtipo histológico (Mu CY 2011, D´Incecco 2015). 
En los tumores, PD-1 y PD-L1 se expresan no sólo en las células neoplásicas, 
sino también en la mayoría de los TILs. Dicha expresión está además regulada 
de forma recíproca; así, algunos estudios han demostrado que la expresión de 
PD-L1 en células tumorales y en células del sistema inmunitario está 
fuertemente asociada con la expresión de PD-1 en los TILs. Este hecho 
indicaría que: 1) la expresión de PD-L1 es el reflejo de la existencia de un 
microambiente inmunológico reactivo (Taube 2012) y 2) la presencia de altos 
niveles de PD-1 en los linfocitos citotóxicos es muy sugestiva de que en dicha 
circunstancia se está produciendo la proliferación de linfocitos T y la 
disminución concomitante de producción de citoquinas (Konishi 2004).  
Los mecanismos por los cuales las células epiteliales neoplásicas desarrollan 
la capacidad de expresar PD-L1 no están aún descritos. Hasta la fecha se sabe 
que para ello utilizan algunas de las rutas oncogénicas de señalización ya 
conocidas, como la de fosfoinositidina 3-quinasa/proteín-quinasa B 
(PI3/PKB), la vía de las quinasas reguladas por señalización 
extracelular/proteín-quinasas activadas por mitógenos, la quinasa Janus 
(JAK/STAT), la vía gen 88 de respuesta primaria de diferenciación 
mieloide/factor 6 asociado al factor de necrosis tumoral; también se ha 
demostrado su activación en repuesta a citoquinas producidas por un 
infiltrado inflamatorio, como el interferón (Taube 2012, Francisco 2010, Qin 
2010, Liu 2007, Parsa 2007, Marzec 2008, Crane 2009, Jiang X 2013). La 
expresión de PD-L1 puede además depender del tipo histológico de la célula 
neoplásica (Teixidó 2015). Por otra parte, dado su complejo funcionamiento, 
cabe la posibilidad de que existan en el sistema inmunitario puntos de control 
adicionales que modulen la respuesta a la terapia anti-PD-L1 y tengan además 
valor como marcadores predictivos. Los más prometedores en este sentido son: 
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1) PD-L2: su expresión parece influir en el resultado del tratamiento con 
pembrolizumab, y podría además explicar algunos de los casos de respuesta a 
la terapia observados en pacientes PD-L1 negativos  (Yearley 2015). 
2) Interferón gamma (IFNγ): se ha valorado su expresión inmunohistoquímica 
en combinación con la de PD-L1 como factor predictivo de respuesta a 
durvalumab (Higgs 2015). 
3) RNA mensajero (mRNA) de genes de respuesta inmune: hasta la fecha 
existen pocos datos sobre los mecanismos de “escape” de la acción del sistema 
inmunitario utilizados por las neoplasias así como sobre la composición e 
intensidad de los TILs en relación a la respuesta a los inhibidores de los 
puntos de control del sistema inmunitario (Galon 2014). El estudio del mRNA 
de los genes inmunitarios puede ser muy útil en este sentido; se ha 
identificado una “firma” genética con valor predictivo de respuesta a la 
vacunación con MAGE A3 en el CPNCP (Ulloa-Montoya 2013). En relación a la 
expresión de PD-L1, se ha descrito que en los casos con niveles más altos de 
positividad para dicho marcador en los infiltrados inmunes asociados a tumor 
no se observan tasas elevadas de expresión en las células tumorales (Gettinger 
2015). 
4) EGFR: un estudio reciente ha revelado que la inhibición PD-1/PD-L1 es más 
eficaz en pacientes con carcinoma de pulmón no célula pequeña que muestran 
mutaciones somáticas de EGFR. Así, se demostró que la positividad para PD-
L1 estaba significativamente asociada con la presencia de mutaciones de 
EGFR, y que dicha relación se traducía en que los pacientes PD-L1 positivos 
mostraban una sensibilidad más alta a los inhibidores de EGFR, un tiempo de 
progresión tras la terapia más largo y mejor supervivencia global que los 
pacientes negativos para dicho marcador (Akbay 2013, Ji 2015). 
El desarrollo y aplicación de los tests inmunohistoquímicos de valoración de 
PD-L1 ha traído consigo que la clásica relación “un test-un ensayo” quede 
obsoleta (Sholl 2015). Su aplicación ha conllevado la introducción de dos 
nuevos conceptos, el de herramienta diagnóstica “complementaria” frente a 
“acompañante”. Según queda definido por la US Food and Drug Administration 
(FDA), el test diagnóstico acompañante es aquél cuya realización es “esencial 
para el uso seguro y efectivo de un producto terapéutico correspondiente”, y 
de forma característica se diseña y perfecciona de forma simultánea con su 
desarrollo clínico (US FDA 2014). La definición de test diagnóstico 
complementario no ha sido formalmente establecida por la FDA; la más 
recientemente propuesta se formuló tras la aprobación de Opdivo (nivolumab), 
y lo describe como “un test que no es exigible para la administración de un 
determinado agente terapéutico pero que puede ser utilizado para identificar a 
los pacientes con mayor probabilidad de verse beneficiados con su uso” (Ray 
2015). Los tests diagnósticos acompañantes suponen pues un grado mayor de 
flexibilidad (Sholl 2015). El test inmunohistoquímico de detección del clon de 
PD-L1 28-8 (Dako®) en asociación con la terapia con nivolumab constituye un 
ejemplo de test diagnóstico complementario; su uso ha sido aprobado como 
42 
 
parte de las pruebas destinadas a diseñar el tratamiento del CPNCP no 
escamoso, si bien sin que su aplicación en este contexto sea obligada (Sholl 
2015).  
2. PD-1 y PD-L1 en inmunoterapia 
Los hechos descritos sustentan la base teórica de la utilización en la 
inmunoterapia del cáncer de anticuerpos dirigidos tanto frente a PD-1 como a 
sus ligandos de la familia B7; de entre ellos, PD-L1 es el más estudiado en los 
ensayos clínicos de cáncer de pulmón (Sun 2006). La unión de anticuerpos 
dirigidos bien frente a PD-1 bien frente a su ligando PD-L1 produciría el 
bloqueo de la interfase receptor-ligando; ello restaura la actividad de los 
linfocitos T, que en consecuencia incrementarían la respuesta inmune 
antitumoral. El bloqueo de dicha interacción sería especialmente útil en 
aquellas neoplasias que para su desarrollo utilizan mecanismos de “escape” 
del sistema inmune, especialmente los CPNCP, que de forma habitual 
expresan gran número de neoantígenos (Schrieber 2011, Kerr 2015). La 
primera evidencia sobre la utilidad terapéutica de dicho bloqueo se obtuvo de 
modo indirecto tras la realización de ensayos clínicos con antagonistas del 
regulador de células T CTL4A como ipilimumab, cuya inactivación lleva 
aparejado el bloqueo de PD-1; el uso de estos fármacos produce un 
incremento en la supervivencia de pacientes con melanoma metastásico y con 
otros tipos de tumores sólidos refractarios al tratamiento (Couzin-Frankel 
2013). En la actualidad están en desarrollo varios ensayos clínicos en fase III 
en pacientes con melanoma maligno, linfoma no Hodgkin, carcinoma de 
células renales y carcinoma de mama triple-negativo, con resultados iniciales 
positivos (Brahmer 2010, Brahmer 2012, Topalian 2012, Taube 2014). 
En el carcinoma de pulmón se han desarrollado hasta la fecha numerosos 
anticuerpos monoclonales primarios dirigidos bien frente a PD-1 bien frente a 
su ligando PD-L1 (Tabla 3). Algunos de ellos van asociados al empleo de 
determinado fármaco: nivolumab, pembrolizumab (en el caso de PD-1) y 
atezolizumab, durvalumab y avelumab (para PD-L1) (Tablas 1 y 2). Los 
fármacos atezolizumab y durvalumab ya han demostrado su efecto beneficioso 
en diferentes tipos de tumores  (Herbst RS 2014, Stewart 2015, Rebelatto 
2015). Ambos son anticuerpos monoclonales que se unen a PD-1 sin activarlo, 
y como consecuencia bloquean su unión con el ligando PD-L1 (Borczuk 2015). 
En el carcinoma de pulmón, diversos ensayos clínicos han demostrado el 
efecto beneficioso del tratamiento con inhibidores de PD-1 como 
pembrolizumab y nivolumab en estadios avanzados, poniendo de relieve su 
actividad antitumoral con un perfil de toxicidad aceptable. El primero de ellos 
(pembrolizumab) ha sido aprobado por la FDA en el tratamiento en el CPNCP 
EGFR y ALK negativo, y el segundo (nivolumab) en CPNCP escamoso y no 
escamoso como terapias de segunda línea en pacientes en progresión tumoral 
durante o después de la quimioterapia basada en platino (Garon 2015, 
Borghaei 2015, Borczuk 2015). En la actualidad están en desarrollo dos 
ensayos clínicos con nivolumab: 
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-Un ensayo aleatorio en fase III en el que se compara, como primera línea de 
tratamiento, en pacientes con CPNCP PD-L1+, en estadio IV o en recidivas, 
con un fármaco quimoterápico elegido por el investigador (gemicitabina, 
cisplatino, carboplatino, paclitaxel o permetrexed) 
-Un segundo ensayo en fase I en pacientes con carcinoma de pulmón estadio 
IIIb/IV, como monoterapia o en combinación con gemcitabina (Teixidó 2015).  
La inmunoterapia anti-PD-1/PD-L1 está también siendo evaluada en el CPCP; 
en la actualidad están en desarrollo dos ensayos clínicos, el primero con 
demcizumab (NCT01859741), una anticuerpo monoclonal dirigido contra el 
ligando Delta-like4 (DLL4) y el segundo con nivolumab, como monoterapia o 
en combinación con ipilimumab (NTC 01928394), un anticuerpo monoclonal 
frente a CTLA-4) (Yang 2014, Massarelli 2014). 
3. Utilidad clínica del testado PD-1/PD-L1 
En la actualidad es ya habitual la realización en los servicios de Anatomía 
Patológica de técnicas inmunohistoquímicas y/o moleculares destinadas a 
seleccionar la población de pacientes que puede beneficiarse de determinados 
tratamientos quimioterápicos. Los test de detección de mutaciones de EGFR y 
los test moleculares de reordenamiento de ALK y ROS1 se aplican de forma 
habitual en la práctica clínica. En el caso de estos marcadores, un resultado 
positivo tiene un valor predictivo de respuesta del 60-70%; el resultado 
permite además excluir del tratamiento a los pacientes con tumores negativos 
para dichas alteraciones moleculares, en los que la administración de los 
tratamientos específicos asociados no supondría mejora o incluso produciría 
efectos adversos (Kerr 2015). Esta situación “binaria” no sucede en el caso de 
PD-1/PD-L1. Algunos estudios sugieren que la detección de PD-L1 en un 
tumor mediante técnicas inmunohistoquímicas es capaz de predecir una 
respuesta clínica favorable a las terapias anti-PD-1/PD-L1 (Topalian 2012, 
Brahmer 2012, Taube 2014). La primera fase del ensayo clínico con nivolumab 
en pacientes con carcinoma de pulmón demostró que sólo aquéllos con 
tumores positivos para dicho marcador tuvieron tasas de respuesta objetiva, 
del 12% en carcinomas no escamosos y del 33% en la variante escamosa 
(Topalian 2012). En otros estudios, sin embargo, se evidenció que no todos los 
pacientes PD-L1 positivos responden (Wolchok 2013, Lipson 2013). Los 
resultados de correlación entre la expresión de PD-L1 y el impacto de dichos 
tratamientos sobre la supervivencia del paciente no son pues del todo 
concordantes, por lo que aún no puede ser considerado un biomarcador con 
verdadero valor predictivo (Grosso 2013). 
La utilidad de la valoración inmunohistoquímica del status PD-L1 en el CPNCP 
en estadios avanzados a la hora de seleccionar los pacientes susceptibles de 
beneficiarse con este tipo de terapia se ha demostrado en algunos estudios. En 
ellos se describe una mayor tasa global de respuesta, mayor duración del 
periodo libre de enfermedad y mejor supervivencia global en los pacientes con 
tumores clasificados como PD-L1 positivos en el estudio inmunohistoquímico 
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frente a aquéllos con resultado negativo (Kerr 2015b). En estos ensayos las 
tasas de respuesta global de los pacientes PD-L1 positivos oscilan entre el 31 y 
el 52% (Garon 2015, Borghaei 2015, Yang 2014). Los resultados parecen estar 
en relación no sólo con la presencia o ausencia de expresión de dicho 
marcador, sino también con la mayor tasa o porcentaje de positividad, 
observándose una mayor respuesta a las terapias anti-PD-L1 a medida que la 
expresión en las células tumorales aumenta (Garon 2015, Spira 2015), con 
dos excepciones: los pacientes con CE PD-L1+ tratados en segunda o tercera 
línea con nivolumab, en los que los niveles de PD-L1 no resultaron ser un 
factor predictivo de mayor supervivencia frente al tratamiento con docetaxel 
(Brahmer 2013) y los pacientes tratados con atezolizumab (ensayo POPLAR), 
en los que la expresión fue valorada en los TILs. En estos últimos la mayor 
respuesta al tratamiento se observó en pacientes con alta expresión de PD-L1 
en los TILs, y no en las células tumorales (Spira 2015).   
Si bien ciertos ensayos clínicos han demostrado que los pacientes con 
ausencia de expresión de PD-L1 no obtienen beneficio del tratamiento dirigido 
contra este antígeno (Topalian 2012), también se han observado respuestas 
significativas en pacientes con tumores negativos en el estudio 
inmunohistoquímico (Wolchok 2013, Lipson 2013). Este hecho se ha puesto 
de manifiesto en varios estudios: un ensayo en fase I con el fármaco 
nivolumab, el que se recogieron tasas de respuesta objetivas del 44% en 
pacientes PD-L1 positivos y del 17% en pacientes con test negativo (Grosso 
2013); un segundo ensayo en fase I con Atezolizumab (MPDL3280A) realizado 
sobre múltiples tipos de tumores sólidos, en el que se obtuvo una tasa de 
respuesta objetiva del 13% en los casos negativos (Herbst 2014); un tercer 
ensayo con pembrolizumab en pacientes con CPNCP en segunda o superior 
línea de tratamiento, con tasas de respuesta global de hasta el 16% (Garon 
2015). No obstante, estas respuestas son en general discretas, con resultados 
en ocasiones simplemente no inferiores a las obtenidas tras tratamiento 
estándar con docetaxel, y en cualquier caso con menores tasas de toxicidad 
(Kerr 2015).  De hecho, en los pacientes PD-L1 positivos, además de una 
mayor tasa de respuesta numérica se observó mayor supervivencia libre de 
progresión tumoral y mayor supervivencia global que en los pacientes PD-L1 
negativos con respuesta objetiva al tratamiento (Grosso 2013). Estos 
resultados indicarían que, si bien la expresión de PD-L1 potencia el efecto en 
respondedores al tratamiento, su ausencia no es un indicador absoluto de 
carencia total de beneficio (Sholl 2015). Las posibles explicaciones a esta 
observación serían: 1) la probable heterogeneidad intratumoral de expresión 
de PD-L1 (McLaughlin 2015); 2) el carácter “no binario” de expresión de PD-L1 
(ausente versus presente), sino en forma de un continuo que abarcaría desde 
la ausencia total de expresión hasta altos porcentajes de positividad, pasando 
por tasas intermedias; 3) la posible inducción de expresión de PD-L1 por el 
tratamiento quimio/radioterápico en primera línea o por inmunoterapia 
previa, lo que convertiría una neoplasia negativa para dicho marcador en fases 
previas al tratamiento en un tumor PD-L1 positivo (Kerr 2015). En este 
sentido, la valoración del status PD-L1 en la biopsia inicial puede ser muy 
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poco conveniente (Sholl 2015). Es pues de gran importancia determinar el 
momento en que debe realizarse el estudio inmunohistoquímico sobre el tejido 
tumoral (esto es, sobre biopsias adquiridas al diagnóstico frente a biopsias 
post-tratamiento), valorando cuidadosamente los riesgos de re-biopsiar al 
paciente a la hora de determinar el estatus PD-L1 que permitan planificar un 
hipotético tratamiento inmunoterápico (Kerr 2015, Sholl 2015). En la mayoría 
de los pacientes incluidos en ensayos de segunda o sucesiva línea el test se 
efectúa sobre el tejido tumoral de la biopsia inicial; aún no está claro si la 
realización de una nueva biopsia post-tratamiento proporcionaría un resultado 
más fiable, ni tampoco sobre qué test debería seleccionarse si se dispone de 
varios fármacos de los incluidos en los distintos ensayos (Kerr 2015). Con el 
estado actual de conocimientos, el diseño de un plan de tratamiento a medida, 
individualizado para cada paciente, parece ser la opción más adecuada (Kerr 
2015). 
En el momento actual, la expresión de PD-L1 en las células tumorales parece 
ser el mejor factor predictivo de respuesta a este tipo de inmunoterapia (Taube 
2014). Existen no obstante casos en los que la positividad para PD-1/PD-L1  
aparece únicamente en los TILs y no en las células neoplásicas, observándose 
expresión de PD-L1 en los macrófagos del estroma peritumoral o de la 
interfase estroma-tumor (TAMs) y de PD-1 en los linfocitos de la misma 
localización (Schultheis 2015). Este hecho, observado en un 25-30% de los 
casos, indicaría que la ruta está activada y que los pacientes PD-L1/PD-L2 
positivos en las células inmunes asociadas al tumor podrían beneficiarse pues 
de esta terapia (Schultheis 2015). En este sentido, siguiendo la tendencia 
previamente mencionada de diseñar tratamientos individualizados, se ha 
propuesto la inclusión en los ensayos clínicos de tests inmunohistoquímicos 
en los que, además de evaluar la expresión de PD-1/PD-L1, se realice la 
caracterización inmunofenotípica de las células del microambiente tumoral; el 
análisis de los resultados podría ser de ayuda a la hora de investigar el 
significado y función de las células inmunes asociadas al tumor (Schultheis 
2015).  
En cuanto a la asociación de la expresión de PD-L1 en el CPNCP con otras 
variables clínico-patológicas, hasta la fecha no se ha conseguido demostrar 
correlación de ésta con la edad, el sexo, el hábito tabáquico, el tamaño 
tumoral, la variante histológica ni el estadio tumoral (Pan ZK 2015, Ilie 2016). 
4. Evaluación inmunohistoquímica del status PD-1/PD-L1 
4.1. Generalidades 
En el momento actual, y a falta de que un mejor conocimiento de la biología de 
la interacción PD-1/PD-L1 permita el desarrollo de nuevos test de valoración, 
la determinación de ausencia o presencia de expresión de PD-L1 en las 
membranas celulares se realiza mediante técnicas inmunohistoquímicas 
efectuadas sobre tejido fijado en formol e incluido en parafina (Brahmer 2010, 
Brahmer 2012, Topalian 2012, Taube 2014). La evaluación del resultado se 
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basa en la valoración del porcentaje de células tumorales positivas para dicho 
marcador (Sholl 2015, Kerr 2015). La intensidad de tinción no se evalúa ni 
influye en el score en la mayoría de los estudios, con dos excepciones; 1) un 
ensayo en fase I con MPDL3280A (atezolizumab) sobre múltiples tipos de 
tumores en el que se utilizó la intensidad de tinción como criterio de 
estratificación de los pacientes, observándose tasas de respuesta objetiva del 
46% en la cohorte con mayor intensidad, del 17% en los casos con intensidad 
moderada y del 21% en los pacientes con baja intensidad de tinción (Herbst 
2014) y 2) un estudio de evaluación de PD-1/PD-L1 en el CPCP en el que se 
compara el resultado obtenido con técnicas inmunohistoquímicas frente la 
evaluación mediante técnicas de cuantificación de la expresión génica basadas 
en mRNA (Schultheis 2015). Algunos de estos estudios valoran la presencia o 
ausencia de expresión de dicho inhibidor únicamente en las células 
neoplásicas, mientras que otros valoran también la positividad para dicho 
marcador en los TILs y en los macrófagos asociados al tumor (TAMs) (Topalian 
2012, Powles 2014, Tumeh 2014, Herbst 2014, Garon 2015, Schultheis 2015); 
de hecho, en uno de los ensayos la mayor tasa de respuesta objetiva al 
tratamiento se encontró en la cohorte con porcentajes de positividad más altos 
en los TILs (Herbst 2014). En todos los ensayos los anticuerpos han sido 
evaluados sobre muestras de tejido; ninguno de ellos ha validado sus 
resultados en muestras citológicas, en las que, entre otras dificultades, sería 
difícil valorar resultados en el componente de células inmunes asociadas al 
tumor (Kerr 2015). Dado que la citología es en algunas instituciones el tipo de 
muestra predominante (Sholl 2015), el desarrollo de los tests en este tipo de 
material sería de gran utilidad. En el caso de los anticuerpos anti-PD-L1, cada 
uno de ellos identifica diferentes epítopos de la molécula dependiendo del clon 
utilizado, pudiendo estar dirigidos frente a su dominio extracelular (SP263, 
22C3 y 28-8) o intracelular (E1L3N y SP142) (Sholl 2015). El empleo de clones 
diferentes puede por tanto dar resultados diferentes (Kerr 2015). La tinción 
puede además verse modificada en virtud del sistema químico de visualización 
utilizado. Por todo ello, en cada test el uso de un determinado clon lleva 
aparejada la utilización de un test de detección inmunohistoquímica concreto 
a la hora de valorar la positividad o negatividad del tejido tumoral para dichos 
antígenos. Los test están disponibles en forma de kits con instrucciones de 
uso muy precisas. Como en cualquier otro estudio inmunohistoquímico, el 
estado de conservación y fijación del tejido, su manipulación y procesamiento 
previos, incluyendo la fase de desenmascaramiento antigénico, son factores 
muy importantes en la valoración del resultado final. Las biopsias empleadas 
en el diagnóstico del cáncer de pulmón son realizadas habitualmente mediante 
procedimientos mínimamente invasivos, con lo que la cantidad de tejido es 
escasa. Parte de dicho tejido será utilizado ya de entrada para la realización de 
técnicas inmunohistoquímicas y/o moleculares complementarias destinadas a 
confirmar el diagnóstico o bien a valorar marcadores con valor predictivo 
establecido (EGFR, ALK, ROS1). Esto ocurre aún en mayor medida en el caso 
del CPCP, en el que, al no ser en principio subsidiario de tratamiento 
quirúrgico, la posibilidad de disponer de tejido adicional durante el curso de la 
enfermedad del paciente es muy reducida.  
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4.2. Patrones de tinción 
En el estudio inmunohistoquímico de PD-L1 se han descrito dos patrones de 
tinción, ambos considerados válidos para clasificar una neoplasia como 
positiva para dicho marcador: el patrón membranoso y el citoplasmático 
(Teixidó 2015); algunos autores consideran no obstante el segundo patrón 
como tinción inespecífica y no lo valoran (Schultheis 2015). El patrón 
membranoso se define como positivo cuando se observa tinción circular 
completa de la membrana celular (Schultheis 2015); no existe una definición 
establecida para dar como positiva la tinción citoplasmática. Estos patrones 
son un reflejo de la propia naturaleza de PD-L1; al ser una proteína 
transmembrana, su identificación en el interior del citoplasma podría estar 
indicando la presencia del almacenamiento intracitoplasmático de ligandos 
susceptibles de ser reubicados en la superficie de la célula en respuesta a 
determinados estímulos (Teixidó 2015). Este patrón se ha descrito tanto en 
células tumorales como en células inflamatorias asociadas al tumor. No 
existen aún estudios comparativos concluyentes sobre las hipotéticas 
diferencias de valor predictivo de respuesta entre unos y otros patrones de 
tinción; como dato preliminar, algunos autores han observado que el patrón 
membranoso es el biomarcador principal a la hora de predecir la respuesta al 
tratamiento anti-PD-L1 (Brahmer 2012). Los tests de detección de PD-L1 
existentes en la actualidad difieren en la valoración del patrón de tinción: 
mientras unos consideran positiva únicamente la tinción citoplasmática otros 
la restringen a la tinción membranosa, o bien dan como positivas ambas 
(Teixidó 2015, Schultheis 2015, Ishii 2015). Estas diferencias introducen un 
grado aún mayor de variabilidad en el score de positividad utilizado en los 
diferentes ensayos clínicos. 
4.3. Scores de evaluación 
La determinación de un punto de corte (o score) a partir del cual una 
neoplasia debe ser considerada positiva para PD-1 o PD-L1 es arbitraria y 
genera una situación “binaria” irreal; no obstante, hasta la fecha y a la espera 
del desarrollo de técnicas más precisas, este procedimiento parece ser el más 
adecuado (Dolled-Filhart 2015). En este sentido, las cuestiones a resolver son 
dos: 1) los criterios de tinción que definen a una célula individual como 
positiva o negativa, y 2) el porcentaje de células de un tumor que permita 
clasificarlo como positivo o negativo. 
La positividad individual para PD-1/PD-L1 no ha sido aún bien definida. 
Algunos autores han basado su evaluación en métodos semicuantitativos 
análogos al sistema de Allred (Allred 1998). Así, en un estudio de expresión de 
PD-L1 en CPCP se valoró la intensidad de tinción subdividiéndola en 4 
categorías: 0 (ausencia de tinción), 1 (tinción débil), 2 (moderada) y 3 (intensa) 
(Schultheis 2015). De forma paralela se valoró el porcentaje de células 
positivas, estableciendo seis categorías: 1 (20%), 2 (40%), 3 (60%), 4 (80%) y 5 
(100%). Finalmente se sumaban los dos resultados, obteniendo una cifra de 
entre 0 y 8 (Schultheis 2015). Otros estudios han utilizado las mismas 
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categorías para valorar la intensidad de la tinción, con scores de intensidad de 
0, 1, 2 y 3 (Ilie 2016). 
La descripción del patrón de tinción es también variable según los autores. La 
tinción de las células tumorales en el CPNCP se describe por algunos como 
predominantemente de membrana, con presencia de un componente asociado 
de tinción citoplasmática de intensidad variable (Ilie 2016). En las células 
inflamatorias asociadas al tumor, el patrón de tinción varía según sus 
características morfológicas. Así, en el caso de células inflamatorias con 
citoplasmas amplios y límites celulares fácilmente discernibles como los 
macrófagos y las células dendríticas, la tinción se define como membranosa; 
en el caso de las células linfoides y debido a su escaso citoplasma la 
localización de la tinción es mucho más difícil de precisar, aunque se describe 
como citoplasmática y “en gota” (Herbst 2014, Ilie 2016). 
En cuanto a la segunda cuestión, aún no se ha establecido de forma unívoca 
cuál debe ser el porcentaje mínimo de células que expresen PD-L1 que 
permitan clasificar una neoplasia como positiva, y por tanto seleccionar a los 
pacientes susceptibles de beneficiarse con fármacos inhibidores de PD-L1 
(Kerr 2015, Sholl 2015). El porcentaje de células positivas utilizado como 
punto de corte oscila según el estudio entre valores ≥ 1% (Borgahei 2015), ≥ 
5%, ≥ 10% y ≥ 50% de las células neoplásicas (Dong 2002, Brahmer 2010, 
Herbst 2014, Garon 2015). Otros autores no fijan un porcentaje mínimo de 
células inmunorreactivas para considerar un caso como positivo (Ilie 2016). 
Los scores establecidos para los marcadores de PD-L1 desarrollados y 
validados en los ensayos clínicos publicados hasta la fecha se recogen en la 
Tabla 2. De hecho, cada uno de los test ha sido optimizado con arreglo a sus 
algoritmos de score específicos (Kerr 2015).  
Uno de los principales problemas a la hora de establecer un score ha sido 
puesto de manifiesto tras los resultados del ensayo Keynote 001 (Garon 2015). 
Este estudio muestra que la relación entre la tasa de respuesta y el nivel de 
expresión puede no ser lineal, observándose que la mayor tasa de respuesta 
aparece en aquellos pacientes cuyos porcentajes de positividad para PD-L1 en 
el estudio inmunohistoquímico se sitúan suficientemente por encima del 
punto de corte establecido como positivo (Herbst 2014). Así, la positividad 
para PD-L1 en niveles ≥50% de las células se correlaciona con un aumento de 
eficacia de pembrolizumab, con tasas de respuesta de hasta el 45,2% (Garon 
2015). Las tasas de respuesta fueron superiores en fumadores (activos o 
exfumadores) que en no fumadores (22,5% frente al 10,3%) (Garon 2015). Esto 
hace suponer que en el grupo positivo para PD-L1 se han incluido pacientes 
que, por tener scores por encima pero muy próximos al punto de corte, no se 
beneficiarán del tratamiento; como consecuencia las diferencias entre este 
grupo y el negativo para PD-L1 decrecen, disminuyendo por tanto el valor 
predictivo del test. Por otra parte, y también en términos de probabilidad de 
respuesta al tratamiento, es plausible que aquellos pacientes cuyo resultado 
en el estudio inmunohistoquímico se sitúe inmediatamente por debajo del 
punto de corte sean diferentes a los que tienen tasas de positividad 
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inmediatamente por encima, y que sin embargo ambos puedan beneficiarse de 
la terapia en mayor medida que un paciente con total ausencia de expresión 
de PD-1/PD-L1 (Spira 2015). La consecuencia de ello sería que la tasa de 
respuesta se incrementaría en la cohorte negativa y disminuiría en el grupo 
positivo para dichos marcadores (Kerr 2015). En cuanto a la heterogeneidad 
tumoral, y aunque en principio no debería influir (puesto que se da tanto en 
los casos con resultado positivo para PD-L1 como en los negativos), dicha 
heterogeneidad podría llevar a la distribución incorrecta de los pacientes; este 
riesgo es mayor cuanto más bajo es el punto de corte (Kerr 2015). Por otra 
parte, y hasta la fecha, no hay datos que justifiquen el uso de scores 
diferentes a los propuestos en los ensayos clínicos publicados (Kerr 2015). 
Las razones expuestas pueden llevar a una baja percepción de la utilidad del 
test de evaluación de PD-L1. A las previamente citadas hay que añadir que el 
propio funcionamiento biológico de la interacción PD-1-PD-L1 como 
mecanismo inmunorregulador hace que los tests de valoración 
inmunohistoquímica de dicha unión no tengan el poder predictivo de otros, 
como la detección de mutaciones de EGFR o de fusión de genes ALK (Kerr 
2015). En este sentido, dado que se trata de un mecanismo complejo, pudiera 
suceder que la interacción PD-1/PD-L1 desencadenara algún efecto en células 
distintas a los linfocitos T, o bien que la interacción receptor-ligando produjera 
resultados diferentes en las distintas subpoblaciones de linfocitos T (Borczuk 
2015). 
4.4. Estudios comparativos de clones 
Aún no se dispone de un estudio de comparación definitivo entre unos tests y 
otros. Dados los diferentes criterios de valoración en el patrón de tinción -
membranoso, citoplasmático o ambos- y en el tipo de células consideradas en 
la evaluación -tumorales, células inflamatorias asociadas al tumor o ambas- 
no es posible determinar a qué obedecen las diferencias en la proporción de 
células positivas para PD-L1. Estas diferencias podrían ser atribuidas a 
factores tan diversos como la especificidad del anticuerpo utilizado, la 
subjetividad en la interpretación del resultado, las diferencias biológicas 
inherentes a las distintas inmunoterapias empleadas, las características del 
tejido tumoral seleccionado e incluso a causas técnicas relacionadas con el 
procesamiento y conservación del tejido; así, algunos estudios utilizan 
muestras de tejido congelado, mientras que la mayoría usan tejido fijado en 
parafina, lo que puede influir notablemente en el resultado del estudio 
inmunohistoquímico (Mullard 2013, Teixidó 2015).  
Existen algunos estudios comparativos de los distintos clones disponibles 
hasta la fecha. En uno de ellos se compararon los clones 5H1 y 28-8 
valorando la tinción inmunohistoquímica en las células tumorales y en las 
células inmunitarias asociadas al tumor sobre tejido fijado en parafina 
(Topalian); si bien ambos mostraron una capacidad de unión a la región de 
membrana de PD-L1 muy similar (Cogswell 2013), el clon 28-8 demostró una 
mayor capacidad de detección de la proteína (porcentajes de células positivas 
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más altos). Otro estudio, realizado también sobre muestras fijadas en parafina 
de pacientes con melanoma reveló que de los 15 clones estudiados únicamente 
el anticuerpo 4059 era capaz de bloquear la unión a PD-L1 tras preincubación 
con una proteína de fusión PD-L1 y conseguir resultados libres de tinción de 
fondo (Gadiot 2011). En un estudio publicado más recientemente se 
compararon 7 anticuerpos sobre muestras en parafina de diferentes tipos de 
neoplasias, incluyendo las de origen pulmonar; ninguno de ellos demostró 
tener suficiente sensibilidad y/o especificidad para ser utilizados en test 
inmunohistoquímicos de detección de PD-L1 a excepción de los clones 22C3 y 
20C3 (Pierce 2014, Tumeh 2014). En los escasos estudios en los que la 
intensidad de tinción es valorada, no se han observado diferencias 
significativas entre los clones utilizados (Schultheis 2015). 
Es obvio suponer que la existencia de un único marcador inmunohistoquímico 
aplicable a cualquiera de los fármacos dirigidos frente a PD-L1 simplificaría 
notablemente la labor de patólogos y oncólogos, beneficiando por tanto al 
paciente (Kerr 2015). En este sentido, el denominado proyecto BLUEPRINT (US 
FDA 2015), en el que el comité de Patología de la International Association for 
the Study of Lung Cancer (IASCL) y 6 de los laboratorios implicados en el 
desarrollo de anticuerpos frente a PD-1/PD-L1 trabajan conjuntamente en la 
actualidad, supone el primer avance. En este estudio se valoran 4 clones de 
anticuerpo anti PD-L1 (22C3, 28-8, SP142, and SP263) sobre muestras de 
CPNCP, comparando su equivalencia técnica, pero no su potencial predictivo 
(Borczuk 2015). Actualmente, el National Comprehensive Cancer Network 
(NCCN), en colaboración con Bristol-Myers, está además realizando un estudio 
que valora la variabilidad entre los distintos ensayos, la heterogeneidad de 
expresión en una misma muestra tumoral y la concordancia entre patólogos a 
la hora de interpretar los resultados (NCCN 2015). En Francia, el Instituto 
Nacional del Cáncer está llevando a cabo un estudio de validación de PD-L1 de 
ámbito nacional en el que se evalúan diferentes anticuerpos y plataformas de 
tinción sobre tumores sólidos y hematológicos, incluyendo melanoma, cáncer 
de pulmón, mesotelioma, carcinomas de cabeza y cuello, y linfoma, con el 
objeto de proporcionar una guía de recomendaciones relativas a los protocolos, 
anticuerpos y sistemas de score (Sholl 2015). A la espera de resultados 
definitivos, parece lógico anticipar que se encontrarán diferencias 
sustanciales, en tanto en cuanto los test utilizan distintos procedimientos 
técnicos y distintos criterios de valoración de resultados (Kerr 2015). Por otra 
parte, y como resultado de la evaluación mediante técnicas 
inmunohistoquímicas de otros marcadores con valor pronóstico (como HER2 y 
receptores hormonales en el caso del cáncer de mama) es un hecho conocido 
que, incluso aplicando scores con criterios altamente estandarizados, si los 
test se realizan de manera excesivamente dispersa en múltiples laboratorios 
existirán discordancias sustanciales en los resultados (Sholl 2015). Estas 
discordancias se verán probablemente incrementadas por la diversidad de 
clones y de sistemas de detección inmunohistoquímica utilizados en los 
diferentes tests (Sholl 2015). La realización simultánea o sincrónica de varios 
tests sobre una misma muestra no parece a priori factible; a la restricción 
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lógica inherente a la cantidad de tejido disponible habría que añadir la 
necesidad de que cada laboratorio dispusiera de las distintas plataformas de 
inmunohistoquímica y de tinción asociadas a cada uno de los clones 
diseñados, así como del personal entrenado en la interpretación de los 
resultados. Estas limitaciones podrían acabar haciendo necesaria la 
centralización de las determinaciones de PD-L1 en un número reducido de 
laboratorios suficientemente equipados, con la consiguiente externalización de 
los casos (Kerr 2015). No obstante, teniendo en cuenta que muchos de ellos no 
podrían afrontar la externalización de un número sustancial de casos quizá 
haya que asumir la diversificación e introducir la reproducibilidad 
interlaboratorios como un elemento clave a la hora de garantizar la calidad de 
la prueba (Sholl 2015). 
4.5. Tests LTD frente a test FDA 
Las dificultades previamente expuestas han llevado a algunos laboratorios a 
desarrollar sus propios tests inmunohistoquímicos de detección de PD-L1 
(tests desarrollados en laboratorio o LDTs) (Sholl 2015). Dichos tests pueden 
ser bien modificaciones parciales de alguno de los empleados en los ensayos 
clínicos validados hasta la fecha o bien el resultado de utilizar una plataforma 
de tinción o un clon completamente distintos. Los datos de comparación entre 
la fiabilidad de los LDTs frente a los clones desarrollados en los ensayos 
clínicos son aún escasos (Velcheti 2013, McLaughlin 2015). La valoración 
comparativa de dos de los clones más frecuentemente usados, el clon E1L3N 
(Cell Signaling Technology®) y el asociado a ensayo SP412 (Ventana®) ha 
revelado una escasa concordancia, con diferencias significativas de tinción 
(McLaughlin 2015); hay que tener en cuenta no obstante que dichos estudios 
comparativos se ven dificultados por 1) la utilización de técnicas de 
optimización de anticuerpos a veces obsoletas y 2) la falta de validación clínica 
de clones LDT, de los que se carece de datos relativos a respuesta al 
tratamiento que constituyan un gold-standard clínico bien definido (Sholl 
2015, Borczuk 2015). Algunas instituciones pueden incluso por razones 
prácticas o económicas desarrollar LDTs propios para seleccionar pacientes 
candidatos al tratamiento con el/los agentes anti-PD-L1 de los que disponen; 
en estos casos puede ser necesaria la validación del resultado por parte del 
laboratorio comercial que disponga del test inmunohistoquímico específico 
para dicho agente, con la consiguiente demora en el inicio del tratamiento 
(Sholl 2015). Por estas razones, el uso de LDT como test con valor predictivo 
de respuesta al tratamiento inmunoterápico no está refrendado en la 
actualidad; parece además difícil justificar su utilización cuando se dispone de 
tests aprobados por la FDA (Borczuk 2015). 
4.6. Elaboración del informe anatomopatológico de expresión de PD-1/PD-L1 
El informe anatomopatológico de expresión de PD-L1 debería incluir qué test 
se ha utilizado, mencionando cuál es el punto de corte y especificando, en 
aquéllos que así lo requieren, si se ha evaluado el número mínimo de células 
necesario para la evaluación; en qué medida el resultado se sitúa por encima o 
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por debajo de dicho umbral, y los agentes terapéuticos asociados al test (Kerr 
2015). 
En relación al informe anatomopatológico es de gran importancia tener en 
cuenta el tipo de muestra utilizada en el estudio inmunohistoquímico. En los 
pacientes con carcinoma de pulmón, el tejido tumoral del que se dispone 
puede proceder de biopsias bronquiales obtenidas mediante 
fibrobroncoscopia, biopsias broncopulmonares percutáneas guiadas bajo 
control de tomografía computerizada, biopsias transbronquiales guiadas por 
ultrasonografía endobronquial (EBUS) y/o piezas quirúrgicas, ya sean de la 
masa tumoral primaria o de metástasis en ganglios locorregionales o en 
órganos a distancia. Si bien todos los procedimientos citados son de gran 
utilidad y rentabilidad diagnóstica, las diferencias entre la cantidad de tejido 
tumoral disponible y por consiguiente de representación de áreas 
potencialmente distintas en la neoplasia han de ser tenidas en cuenta. Este 
hecho adquiere mayor relevancia si se considera que 1) una proporción 
significativa de pacientes con carcinoma de pulmón son inoperables en el 
momento del diagnóstico; y 2) en el caso del CPCP, el tratamiento muy raras 
veces es quirúrgico, por lo que únicamente se dispondrá del material de 
biopsia o de citología obtenido para diagnóstico (fig. 6). En estos pacientes, la 
necesidad de que los resultados de los estudios inmunohistoquímicos y 
moleculares destinados a diseñar la terapia adyuvante sean verdaderamente 
fiables se convierte en un hecho prioritario. 
 
Fig.6. Comparación del tejido neoplásico presente en diferentes tipos de muestra de 
CPCP: a) Pieza quirúrgica; b) Biopsia transbronquial (BTB). 
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En este sentido se han realizado estudios en distintos tipos de neoplasias 
destinados a comparar la expresión de PD-L1 en muestras procedentes de 
biopsias diagnósticas frente a las correspondientes a piezas quirúrgicas en un 
mismo tumor (Taube 2012, Topalian 2012, Jilaveanu 2014, Velcheti 2014, 
Madore 2015, Ilie 2015, Kitazono 2015). La mayoría de ellos han encontrado 
diferencias significativas de expresión dependiendo del tipo de muestra 
utilizada, y por tanto un bajo nivel de concordancia en la valoración de PD-L1 
entre el material de biopsia diagnóstica y las piezas quirúrgicas (Taube 2012, 
Topalian 2012, Jilaveanu 2014, Velcheti 2014, Madore 2015). Entre las 
causas que pueden explicar estas diferencias, la heterogeneidad tumoral es 
probablemente una de las más importantes (Velcheti 2014, Madore 2015). La 
presencia de diferencias morfológicas, inmunofenotípicas y genéticas entre 
unas zonas y otras de un mismo tumor es un hecho conocido; en el caso de la 
expresión de PD-L1, a estas diferencias hay que añadir el carácter dinámico de 
la respuesta inmune antitumoral, que lleva a que dichas diferencias sean no 
solo de localización (tanto en una única sección histológica como en diferentes 
secciones de un mismo tumor, y también entre el tejido del tumor primario y 
el de las metastásis en otro/s órgano/s) sino cambiantes en el tiempo 
(entendido ésto como los cambios experimentados por la neoplasia desde su 
origen como tumor primario hasta su progresión a carcinoma metastásico) 
(Taube 2014, Ilie 2016). 
En el caso del CPNCP, algunos autores tampoco observaron una buena 
correlación entre los resultados de  expresión inmunohistoquímica de PD-L1 
(evaluada tanto en las células tumorales como en los TILs) entre ambos tipos 
de muestras. La tasa de discordancia global fue en algunos estudios del 48%, 
con valores del 19% para los casos en los que únicamente se valoró la 
expresión de PD-L1 en las células tumorales y del 20% para los casos en los 
que se valoró la expresión de dicho marcador tanto en las células tumorales 
como en las células inmunes (Ilie 2016). No se observaron diferencias 
significativas en las tasas de discrepancia dependiendo del subtipo histológico 
(AC versus CE) (Ilie 2016). Otros autores sin embargo obtuvieron tasas de 
concordancia entre ambos tipos de especímenes del 92% (Kitazono 2015). Las 
diferencias de resultados pueden deberse, además de las previamente citadas, 
a causas técnicas y/o de procedimiento: 1) la utilización de distintos clones de 
PD-L1 en unos trabajos y otros; 2) el diferente procedimiento de valoración de 
las muestras (secciones histológicas completas frente a varios campos de gran 
aumento seleccionados de forma aleatoria). En todos los casos evaluados en 
los que se observó discrepancia de resultados entre biopsia y pieza quirúrgica, 
la biopsia infraestimaba la expresión de PD-L1; no se observaron casos en los 
que la biopsia diagnóstica detectó inmunorreactividad para PD-L1 no 
observada posteriormente en la pieza (Ilie 2016). En cuanto a la localización de 
la tinción, del total de casos en los que se detectó expresión de PD-L1 en la 
pieza pero no en la biopsia, un 75% estaba presente únicamente en el 
componente celular de los TILs; en el 25% restante la positividad se observó 
tanto en las células tumorales como en los TILs (Ilie 2016). No se observaron 
diferencias significativas de expresión de PD-L1 dependiendo del 
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procedimiento de obtención de la toma biópsica (percutánea, bronquial o 
transbronquial) (Ilie 2016). 
Algunos autores han demostrado que existen diferencias significativas entre 
casos concordantes frente  los no concordantes en el número medio de 
biopsias bronquiales valoradas; esto les ha llevado a proponer la valoración 
inmunohistoquímica de expresión de PD-L1 sobre un número mínimo de 6 
biopsias bronquiales obtenidas preferiblemente de diferentes áreas del tumor 
(Ilie 2016). 
 
5. Métodos alternativos de valoración del status PD-1/PD-L1 
Aunque la recomendación actual es valorar la expresión de PD-L1 sobre tejido 
tumoral fijado en parafina, se han propuesto fuentes alternativas de análisis. 
Recientemente se han publicado trabajos sobre la determinación en sangre de 
biomarcadores en pacientes con CPNCP (Teixidó 2014, Karachaliou 2015). Los 
estudios en este sentido se dirigen pues en la actualidad a la búsqueda de 
tests no invasivos en muestras sanguíneas que incluirían la determinación de 
PD-L1 en células tumorales circulantes (CTC) y en el plasma (Pailler 2013, 
Thierry 2014). En un ensayo clínico en fase III en pacientes con linfoma B 
difuso de célula grande se demostró que la presencia de proteína PD-L1 en 
sangre se asociaba a un peor pronóstico en pacientes seleccionados 
aleatoriamente del brazo R-CHOP (Rosille 2014).  
Algunos estudios en los que la evaluación de PD-1/PD-L1 se ha realizado 
mediante técnicas de cuantificación de expresión génica basadas en mRNA 
han mostrado resultados superiores en cuanto a sensibilidad respecto a los 
tests inmunohistoquímicos, con porcentajes de detección del 35,7% frente al 
18,5% (Schultheis 2015). Una posible explicación a este hecho es que en los 
estudios de expresión génica se utilizan volúmenes mayores de tejido tumoral 
de partida; adicionalmente y debido al carácter heterogéneo de los tumores, 
también en relación a la distribución de los TILs (que frecuentemente es 
parcheada, y variable de unas zonas a otras), las secciones histológicas 
destinadas al estudio inmunohistoquímico de PD-1/PD-L1, especialmente si 
proceden de tissue arrays de parafina, ven limitada su representatividad. 
 
6. Patrones de expresión de PD-1/PD-L1 en las neoplasias 
Varios estudios han descrito la asociación entre la expresión de PD-L1 y 
diversos factores clínico-patológicos en el carcinoma de pulmón (Yang 2014, 
Velcheti 2014). Si bien en algunos la expresión de PD-L1 se correlaciona con 
un mayor grado de diferenciación tumoral, en otros tal asociación no se ha 
demostrado (Yang 2014, Chen YB 2012). 
En cuanto a la asociación entre la expresión de PD-L1 y el pronóstico los 
resultados son contradictorios. Mientras que algunos estudios han 
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demostrado la existencia de una asociación significativa entre la expresión de 
dicho marcador y un mejor pronóstico en pacientes con CPNCP, carcinoma 
colorrectal, carcinoma de mama y melanoma maligno (Droeser 2013, Schalper 
2014, Hino 2010, Lipson 2013, Yang 2014, Velcheti  2014), otros autores han 
observado asociación con un peor pronóstico en pacientes con CPNCP, 
hepatocarcinoma y carcinoma de páncreas, esófago, estómago, ovario y riñón 
(Thompson 2004, Thompson 2005, Thompson 2006, Ohigashi 2005, Wu 2006, 
Nomi 2007, Thompson 2007, Hamanishi 2007, Parsa 2007, Gao 2009, Chen 
2012, Jiang 2013). Estos resultados contradictorios pueden obedecer a 
problemas relacionados con la valoración mediante técnicas 
inmunohistoquímicas de la expresión de PD-L1 en las muestras tumorales, 
como son: 1) los estudios no emplean el mismo anticuerpo anti-PD-L1; 2) no 
existe aún un punto de corte definido como criterio porcentual de positividad 
universalmente aceptado; y 3) la reproducibilidad de los resultados aún no ha 
sido adecuadamente evaluada. Para futuras aplicaciones clínicas aún son 
necesarios pues estudios adicionales destinados a estandarizar pruebas 
cuantitativas de expresión de PD-L1 (Ishii 2015). 
 
7. PD-L1 en el carcinoma de pulmón de células pequeñas 
La expresión de PD-L1 en el CPCP aún no es bien conocida, y los estudios 
realizados hasta la fecha ofrecen resultados dispares. En los escasos trabajos 
publicados los resultados son contradictorios; mientras que algunos han 
observado expresión de PD-L1 en el CPCP superior al descrito en el CPNCP 
(Yang 2014, Velcheti 2014, Ishii 2015) en otros la proporción es inferior 
(Schultheis 2016). 
Ishii et al observó positividad para PD-L1 en un 71,6% de los casos; se valoró 
como positiva la tinción membranosa, citoplasmática o ambas tanto en células 
tumorales como en las células inmunes asociadas al tumor (Ishii 2015). Dicha 
expresión era significativamente mayor en pacientes con enfermedad 
localizada (EL) que en aquéllos con enfermedad extensa (EE) (Ishii 2015). No 
se observó correlación entre la expresión de PD-L1 y la edad, el sexo ni los 
niveles séricos de LDH, pro-GPR y NSE (Ishii 2015). En el análisis univariante, 
la supervivencia global (definida como el periodo entre el momento inicial del 
diagnóstico y/o la fecha de inicio de tratamiento y la fecha de fallecimiento y/o 
de último seguimiento) fue superior en pacientes con EL, con un mejor estado 
general (performance status), con niveles séricos normales de LDH y con 
niveles séricos bajos de enolasa específica neuronal (NSE) (Ishii 2015). En este 
mismo análisis, la supervivencia global fue significativamente mayor en los 
pacientes PD-L1 positivos que en los negativos, si bien únicamente en el 
subgrupo de pacientes con EE; no se observaron diferencias significativas de 
supervivencia entre pacientes PD-L1 positivos y negativos en el subgrupo con 
EL (Ishii 2015). Tampoco se demostraron diferencias significativas en la 
supervivencia libre de progresión (PFS, definido como el tiempo entre el inicio 
del tratamiento de primera línea y la fecha en la que se produce progresión de 
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la enfermedad o la muerte por cualquier causa) entre pacientes PD-L1 
positivos y negativos, ni en los pacientes con EL ni en aquéllos con EE (Ishii 
2015). En el análisis multivariante, la expresión de PD-L1 resultó ser un factor 
independiente con valor predictivo de supervivencia (Ishii 2015). Otras 
variables que resultaron ser factores independientes con valor predictivo de 
supervivencia fueron el estadio EL y el periodo libre de enfermedad más 
prolongado (Ishii 2015). Este estudio es, pues, el primero en demostrar una 
asociación significativa entre la expresión de PD-L1 y un mejor pronóstico en 
el CPCP; sugiere además que PD-L1 es probablemente más un factor con valor 
pronóstico que un factor predictivo de respuesta a la quimioterapia (Ishii 
2015). 
Al igual que sucede con otros tipos de neoplasias, aún no existen scores 
uniformes de valoración de la positividad para PD-L1. Algunos estudios 
consideran negativos porcentajes inferiores al 5% (Brahmer 2010, Taube 
2012) o bien al 20% (Schulteis 2015).  
 
8. PD-1 y PD-L1 en el microambiente inmunológico de las neoplasias 
La importancia del microambiente inmunológico en las neoplasias es bien 
conocida. Algunos estudios han observado positividad para PD-1/PD-L1 
únicamente en los TILs, ya sea en las localizadas en el estroma peritumoral, 
en la interfase estroma-tumor o en el interior de los nidos neoplásicos. En el 
CPCP se ha descrito que la expresión de PD-1, observada en un 48% de los 
pacientes, aparece mayoritariamente en los linfocitos T CD3+ localizados en la 
interfase estroma-tumor; esta expresión, de intensidad moderada (score 2), se 
observó también aunque en proporción muy inferior en algunos casos en los 
linfocitos intratumorales (Schultheis 2015). La expresión de PD-L1, de 
intensidad leve a moderada (score 1-2) y presente en un 18.5% de los casos, se 
observó en células inflamatorias de la interfase estroma-tumor que resultaron 
ser mayoritariamente macrófagos CD68 positivos (TAMs). La correlación global 
PD-L1+TAMs y PD-1+TILs fue de 0,35, con un rango de entre 0,21 y 0,56 
según se tratara de un tumor primario o una metástasis, respectivamente 
(Schultheis 2015). Este dato demuestra que la mayoría de los casos de CPCP 
PD-L1+ en los TILs son metástasis; ello sugeriría que el proceso de 
diseminación metastásica lleva asociado un “enriquecimiento” celular para 
dicho antígeno (Schultheis 2015). 
En un estudio realizado sobre 5 tipos de tumores sólidos se ha descrito que 
existe una asociación “geográfica” entre la expresión de PD-L1 en las células 
tumorales y los TILs PD-1+; este mismo estudio demuestra que la positividad 
para cualquiera de ambos marcadores tiene valor predictivo de respuesta a las 
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MEDI4736 Fase 1 Cualquiera Esperado en 2016 CPNCP En desarrollo 
Avelumab 
(JAVELIN) 
 JAVELIN Fase 1 Segunda o superior  CPNCP  
Gefitinib/erlotinib 
(D´Incecco) 
       
Tabla 1. Fármacos anti-PD-L1: ensayos clínicos, tipo histológico y dictamen FDA tinción (modificada de Kerr 2015, Sholl 2015, Teixidó 2015).
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L Chen, Johns Hopkins University (Baltimore, MD) 
58810   Tumorales ≥5%  
24B10.G6.D7     Medarex, Princeton, NJ 
25C8E8.F8      Medarex, Princeton, NJ 
1105     Medarex, Princeton, NJ 
ETM-79     Medarex, Princeton, NJ 
ETM-80     Medarex, Princeton, NJ 
6H3     Medarex, Princeton, NJ 
16A4     Medarex, Princeton, NJ 
9A6     Medarex, Princeton, NJ 
16E11     Medarex, Princeton, NJ 
27A2   Tumorales Intensidad de 
tinción 
moderada 
MBL International, Wobum, MA 
2-272     O. Majdic, University of Vienna Medical School, Vienna 
5-496     O. Majdic, University of Vienna Medical School, Vienna 
4059     ProSci/Sigma, Poway, CA 
MIH1   Tumorales ≥1% eBioscience, San Diego, CA 
22     US Biological, Salem MA 
22E     US Biological, Salem MA 
AF-156     R&D Systems, Minneapolis, MN 
































A la vista de las particularidades en cuanto a comportamiento biológico y 
características morfológicas del CPCP, la hipótesis de trabajo fue la probable 
existencia de diferencias entre la expresión de PD-L1 en las células tumorales 
y en los TILs de este tipo de neoplasia frente a otros subtipos histológicos de 
carcinoma de pulmón, en los que dicho biomarcador ha sido más ampliamente 
estudiado. La confirmación y el conocimiento de estas diferencias podrían ser 
de utilidad para determinar si los scores empleados en la valoración de PD-L1 
para el CPNCP son aplicables y/o reproducibles en el CPCP, o bien 
necesitarían ser redefinidos para este tipo de neoplasia, y también para 
facilitar la interpretación de los resultados una vez identificados patrones de 
tinción específicos. Además, la valoración de la posible asociación de las 
distintas características de la expresión de PD-L1 en las células tumorales y 
en los TILs con variables clínicas, de lo que se dispone de pocos datos hasta la 
fecha, permitiría potencialmente la identificación y selección de los pacientes 
en los que el uso de terapias basadas en el restablecimiento del sistema 
inmune tendrían un mayor beneficio.   
En base a los conocimientos actuales sobre PD-L1 y a la hipótesis 
mencionada, los objetivos de este estudio fueron: 
1. Analizar la expresión inmunohistoquímica de PD-L1 en el CPCP, tanto en 
las células tumorales como en los infiltrados inflamatorios asociados al tumor 
(TILs), incluyendo la valoración en ambos tipos celulares del porcentaje global 
de expresión de dicho marcador, la intensidad de tinción, el patrón de tinción 
intracelular y la localización de las células PD-L1+ en los distintos 
componentes del tumor (estroma y nidos epiteliales neoplásicos) según los 
patrones definidos en el estudio y, en relación a los TILs PD-L1+, las 
diferencias en su composición celular. 
2. Evaluar el microambiente inmune asociado al CPCP, valorando tanto su 
cuantía global como la composición celular en el componente estromal y en los 
nidos tumorales.  
3. Correlacionar las distintas características de la expresión de PD-L1 en las 
células tumorales con respecto a las observadas en los TILs y ambas en 
relación a las variables clínico-patológicas de la serie.  
4. Comparar los resultados obtenidos con los datos existentes hasta la fecha 




























MATERIALES Y MÉTODOS 
67 
 
I. Criterios de selección de las muestras 
Para el estudio se seleccionó un total de 88 pacientes diagnosticados de 
carcinoma de pulmón de células pequeñas (CPCP) en el Hospital Universitario 
HM Sanchinarro, sobre material de biopsia y/o pieza quirúrgica y con arreglo 
a las recomendaciones en uso (Travis 2012), tanto en estadios localizados (EL) 
como en estadios extendidos (EE) entre los años 2008 y 2015. Los 
procedimientos implicados en este proyecto se ajustan a la normativa ética del 
Grupo HM Hospitales.  
El examen inicial incluyó la evaluación morfológica de la neoplasia teñida con 
hematoxilina-eosina (H&E) y la valoración del resultado de las tinciones 
inmunohistoquímicas realizadas al diagnóstico con los marcadores de 
diferenciación neuroendocrina cromogranina A, sinaptofisina y CD56. Este 
examen permitió, además de la confirmación del diagnóstico previo, la 
selección de los bloques de parafina más adecuados para la realización 
posterior de técnicas complementarias. 
De los 90 pacientes inicialmente seleccionados, 2 fueron excluidos del estudio 
por no disponer, en sus muestras parafinadas, de suficiente celularidad 
neoplásica para la realización de las técnicas adicionales (en un caso la 
muestra correspondía al tumor primario y en el otro caso a una metástasis 
ósea). El número total de muestras tumorales estudiadas ha sido de 90, ya 
que en 2 de los 88 pacientes incluidos se disponía tanto de la muestra de 
tumor primario como de la metástasis ganglionar. 
Las muestras tumorales procedían del tumor pulmonar primario en 83 casos y 
de metástasis en 7 casos. El tejido tumoral procedente del tumor primario se 
obtuvo de material de biopsia transbronquial en 80 casos y de piezas 
quirúrgicas en 3 casos. El órgano de procedencia en los casos de metástasis 
fue hígado (2 casos), hueso (2 casos), cerebelo (1 caso) y ganglios linfáticos 
regionales (2 casos). 
Los siguientes datos clínicos y de laboratorio se recogieron al diagnóstico por 
el Servicio de Oncología Médica del mismo centro: 
-Fecha de nacimiento. 
-Sexo. 
-Hábito tabáquico, que incluía las opciones: a) nunca fumador y b) fumador 
activo en el momento del diagnóstico. 
-Estado general o performance status (PS): se estableció, según la clasificación 
vigente del Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) en categorías PS 0, 1, 
2, 3 y 4. 
-Fecha de diagnóstico inicial: con este dato y la fecha de nacimiento se obtuvo 
la edad al momento del diagnóstico. 
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-Localización anatómica de la neoplasia en el momento del diagnóstico: el/los 
órganos en los que se evidenció presencia de neoplasia con criterios 
radiológicos y/o anatomopatológicos. 
-Tamaño del tumor primario pulmonar al diagnóstico (en milímetros). 
-Estadio clínico al diagnóstico: se incluyeron las opciones enfermedad 
localizada (EL) versus enfermedad extensa (EE), según los criterios de 
estadificación vigentes (ver introducción). 
-Estadio TNM, determinado según la clasificación vigente que consta en 
International Union Against Cancer (UICC): TNM Classification of Malignant 
Tumours, 7ª ed., L.H. Sobin, Ch. Wittekind (eds.) Wiley, New York. Con arreglo 
a las últimas especificaciones, el estadio M1 se subdividión en las siguientes 
categorías: 
   *M1a: en esta categoría se incluyen los casos con nódulos tumorales en el 
pulmón contralateral y/o la presencia de derrame pleural y/o pericárdico. 
   *M1b: metástasis a distancia 8se excluyen las circunstancias del apartado 
previo). 
-Tratamiento quimioterápico administrado: se incluyó tanto el tipo de fármaco 
o combinación de fármacos como el número total de ciclos administrados. 
-Fecha de finalización del tratamiento quimioterápico. 
-Tratamiento radioterápico: se consignaron, en los casos en que fue 
administrada radioterapia, la modalidad y los campos anatómicos de 
aplicación. 
-Recaída tumoral: definida como la reaparición de focos de tejido tumoral en 
cualquier localización tras aparente remisión clínico-radiológica de la 
enfermedad. En los pacientes en estadio IV la demostración de neoplasia en 
localizaciones no detectadas en el momento del diagnóstico fue reseñada como 
progresión y no como recaída tumoral. 
-Localización anatómica de la recaída tumoral: el/los órganos en los que se 
evidenció presencia de neoplasia con criterios radiológicos y/o 
anatomopatológicos tras un periodo de remisión de la enfermedad. 
-Fecha de la recaída tumoral. 
-Intervalo libre de enfermedad en días y en meses. 
-Fecha del último seguimiento. 
-Estado del paciente en la fecha del último seguimiento: se incluyeron las 
categorias exitus por enfermedad /vivo sin enfermedad / vivo con enfermedad. 
-Supervivencia global: tiempo transcurrido hasta el último evento disponible 
del paciente en meses y en días. 
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II. Técnicas inmunohistoquímicas 
En el laboratorio de microtomía se obtuvieron, de cada uno de los bloques de 
parafina que incluyen las muestras tumorales, 5 secciones histológicas de 3 
micras de grosor que se recogieron sobre portaobjetos tratados (cargados 
electrostáticamente). La primera sección se destinó al estudio 
inmunohistoquímico de la expresión de PD-L1 utilizando el anticuerpo 
monoclonal anti-PD-L1 clon E1L3NTM XP® (Rabbit Monoclonal Antibody; Cell 
Signaling Technology Inc., Danvers, MA, USA).  
El siguiente paso fue la determinación del microambiente tumoral, estudiando 
las células inmunes (TILs) mediante los marcadores inmunohistoquímicos 
CD3 (linfocitos T), CD8 (linfocitos T citotóxicos), CD20 (linfocitos B) y CD68 
(macrófagos). Las 4 secciones restantes se utilizaron para el estudio 
inmunohistoquímico de la expresión de CD8 (anticuerpo monoclonal 
CONFIRM™ anti-CD8 clon SP57 [Rabbit Monoclonal Antibody; Ventana 
Medical Systems, Tucson, AZ, USA]), CD3 (anticuerpo monoclonal CONFIRM™ 
anti-CD3 clon 2GV6 [Rabbit Monoclonal Antibody; Ventana Medical Systems, 
Tucson, AZ, USA]), CD20 (anticuerpo monoclonal CONFIRM™ anti-CD20 clon 
L26 [Mouse Monoclonal Antibody; Ventana Medical Systems, Tucson, AZ, 
USA]) y CD68 (anticuerpo monoclonal CONFIRM™ anti CD68 clon KP-1 
[Mouse Monoclonal Antibody; Ventana Medical Systems, Tucson, AZ, USA]).  
Todas las determinaciones inmunohistoquímicas se realizaron en la 
plataforma automatizada BenchMark ULTRA (Ventana Medical System Inc., 
Tucson, AZ, USA) siguiendo las indicaciones del fabricante, utilizando 
protocolos optimizados e incluyendo controles positivos para cada uno de los 
marcadores a estudio. A continuación se detallan las condiciones empleadas: 
- Desenmascaramiento CC1 estándar durante 64 minutos a 95 
grados.  
- Dilución anticuerpo: 1:200. 
- Incubación anticuerpo primario: 44 minutos.   
- El sistema de detección empleado fue OptiView DAB IHC Detection 
Kit (Ventana Medical Systems, Tucson, AZ, USA).  
- Contratinción con Hematoxylin I durante 8 minutos seguido de 
Bluing Reagent durante 4 minutos. 
Tras una valoración preliminar al microscopio óptico de los primeros 20 casos 
se decidió, a la vista del escaso material disponible en los bloques de parafina, 
no continuar con la realización de tinciones inmunohistoquímicas para CD3, 
CD20 y CD68, restringiéndola a la determinación de los dos marcadores 
imprescindibles para la valoración de la hipótesis de trabajo (PD-L1 y CD8). 
Esta decisión se basó en las siguientes observaciones: 1) la posibilidad de 
identificar la presencia individual y porcentual de macrófagos en los infiltrados 
mediante microscopía óptica por sus características morfológicas, sin 
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necesidad de utilizar técnicas inmunohistoquímicas; 2) la escasa participación 
de linfocitos B CD20+ en los infiltrados linfoides asociados al tumor; según las 
observaciones preliminares estas células estaban presentes de forma habitual 
en los infiltrados subepiteliales del bronquio nativo (tejido linfoide asociado a 
mucosas) pero eran muy escasos o inexistentes en los TILs y 3) a la vista de 
los datos recogidos en los trabajos recientemente publicados para otras 
variantes histológicas de carcinoma de pulmón, la decisión de priorizar la 
valoración de la presencia porcentual de los linfocitos T CD8+ sobre el total de 
células inflamatorias asociadas al tumor frente a su significación sobre el total 
de linfocitos T CD3+ en dichos infiltrados. 
III. Valoración manual de la expresión de PD-L1 
La expresión inmunohistoquímica de PD-L1 se evaluó tanto en las células 
tumorales como en los TILs. Todas las muestras se revisaron inicialmente a 
bajo aumento; a continuación, utilizando un aumento 20x, se seleccionaron 
las áreas a valorar, registrando los siguientes parámetros: 
1. En las células tumorales 
 -Intensidad de tinción PD-L1: se clasificó bajo los epígrafes ausencia de 
tinción, tinción débil y tinción intensa, las dos últimas en virtud del aumento 
necesario para detectarla. Así, se consideró débil la tinción detectada 
únicamente con aumentos superiores a 20x y tinción intensa a la positividad 
observada con aumentos iguales o inferiores a 20x. 
-Patrón de tinción intracelular PD-L1: se valoró la presencia de tinción 
membranosa, citoplasmática o la coexistencia de ambas, así como la 
tendencia al predominio de una localización intracelular sobre otra. En virtud 
de dicha localización se definieron los siguientes patrones: 
*Patrón “ausencia de tinción”. 
*Patrón de tinción “membrana=citoplasma”, es decir, similar grado de tinción 
en la membrana y en el citoplasma. 
*Patrón de tinción “citoplasma>membrana”, es decir, mayor grado de tinción 
del citoplasma que de la membrana celular. 
-Localización de las células tumorales PD-L1+ en el interior de los nidos 
neoplásicos: se valoraron las diferencias de distribución de las células 
tumorales que expresaban dicho marcador en el interior de los nidos 
neoplásicos, esto es, la tendencia a localizarse en las zonas centrales de los 
nidos, en el área periférica o en ambas. así como el posible predominio de una 
localización sobre otra. En virtud de lo observado se definieron los siguientes 
patrones: 
*Patrón “ausencia de tinción”, definido por la ausencia de expresión de PD-L1 
en las células tumorales, en cualquier localización; 
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*Patrón de localización “periferia=centro de los nidos tumorales”, es decir, 
presencia de células tumorales PD-L1+ en número similar en las zonas 
centrales y en la zona periférica de los agregados epiteliales neoplásicos; 
*Patrón de localización “periferia>centro de los nidos tumorales”, es decir 
mayor número de células tumorales PD-L1+ en la zona periférica que en las 
áreas centrales de los nidos neoplásicos; 
*Patrón de localización “periferia de los nidos tumorales”: es decir, 
identificación de células tumorales PD-L1+ únicamente en la zona periférica 
de los nidos neoplásicos. 
No se encontraron casos en los que la localización de las células neoplásicas 
PD-L1 positivas se observara exclusivamente en el centro de los nidos 
tumorales, por lo que no se incluyó el patrón “centro de los nidos tumorales”. 
-Porcentaje de células tumorales PD-L1+: el porcentaje fue estimado sobre el 
total de células neoplásicas presentes en el área examinada. Con el objeto de 
no excluir del análisis estadístico la expresión inmunohistoquímica porcentual 
inferior al 1%, y a fin de valorar su significación en el CPCP, en los casos en 
los que se observó positividad en células aisladas el porcentaje se cuantificó 
como “0,1%”. Estos casos se agruparon además en una categoría denominada 
“células tumorales PD-L1+ aisladas”. 
2. En los TILs 
 -Intensidad de tinción PD-L1: se clasificó en intensa, media y débil en virtud 
del aumento necesario para detectarla. Así, se consideró intensa la positividad 
observada con aumentos inferiores a 20x; media, la tinción detectada con 
aumentos a partir de 20x; y débil, la tinción detectada únicamente con 
aumentos superiores o iguales a 40x. 
-Patrón de tinción intracelular PD-L1: se valoró la presencia de tinción 
membranosa, citoplasmática o la coexistencia de ambas, así como la 
tendencia al predominio de una localización intracelular sobre otra. En virtud 
de dicha localización se definieron los siguientes patrones: 
*Patrón “ausencia de tinción”. 
*Patrón de tinción “membrana=citoplasma”, es decir, similar grado de tinción 
en la membrana y en el citoplasma; 
*Patrón de tinción “membrana>citoplasma”, es decir, mayor grado de tinción 
membranosa que citoplasmática; 
*Patrón de tinción “citoplasma>membrana”, es decir, mayor grado de tinción 
del citoplasma que de la membrana celular. 
-Porcentaje de células inflamatorias PD-L1+: valorado sobre el total de células 
inflamatorias en el área examinada. Con el objeto de no excluir del análisis 
estadístico la expresión inmunohistoquímica porcentual inferior al 1%, y a fin 
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de valorar su significación en el carcinoma de células pequeñas, en los casos 
en los que se observó positividad en células aisladas el porcentaje se 
cuantificó como “0,1%”. Estos casos se agruparon además en una categoría 
denominada “células inflamatorias PD-L1+ aisladas”. 
-Tipo de células inflamatorias PD-L1+: a la vista de la posibilidad de 
diferenciar por sus características morfológicas a los linfocitos de los 
macrófagos, se valoró el tipo o tipos celulares a los que correspondían las 
células PD-L1+ en los infiltrados inflamatorios asociados al tumor, así como el 
posible predominio de uno sobre otro. En virtud de los hallazgos se definieron 
las siguientes categorías: 
*Patrón “macrófagos=linfocitos”, cuando las células inflamatorias PD-L1+ de 
los infiltrados inflamatorios asociados al tumor eran macrófagos y linfocitos en 
proporciones similares; 
*Patrón “macrófagos>linfocitos”, cuando entre las células inflamatorias PD-
L1+ de los infiltrados inflamatorios asociados al tumor predominaban los 
macrófagos sobre los linfocitos; 
*Patrón “macrófagos<linfocitos”, cuando entre las células inflamatorias PD-
L1+ de los infiltrados inflamatorios asociados al tumor los linfocitos 
predominaban sobre los macrófagos. 
-Localización y distribución de los TILs PD-L1+ en los distintos componentes 
del tumor: se valoró la presencia o ausencia de dichas células en el estroma y 
en el interior de los nidos epiteliales tumorales. Con respecto a la localización 
en el interior de los agregados epiteliales neoplásicos, y de forma análoga a lo 
realizado en las células tumorales PD-L1+, se valoró si los TILs PD-L1+ se 
situaban en la periferia de los nidos, en el centro o en ambas áreas, y se valoró 
el posible predominio de una localización sobre otra. En relación al estroma, y 
a fin de determinar la posible existencia de diferencias en la implicación de las 
células inflamatorias según su localización más o menos distante al tumor, se 
definieron las siguientes áreas:  
  *La “interfase estroma/tumor”, entendida como el estroma yuxtatumoral, es 
decir el inmediatamente adyacente o circundante a los nidos neoplásicos; 
  *El “estroma peritumoral”, es decir, el situado a cierta distancia de las 
células neoplásicas, entre unos nidos epiteliales y otros.  
A la vista de las diferencias en la distribución de los TILs PD-L1+ en las 
distintas áreas del tejido tumoral, se definieron las siguientes categorías, en 
virtud de la proporción de células positivas para dicho marcador en el 
componente estromal y en los nidos neoplásicos (y dentro de cada uno de ellos 
en las diferentes zonas previamente descritas), en orden decreciente cuando 
procediera: 
*Patrón “ausencia de TILs PD-L1+”, en cualquier localización; 
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*Patrón de localización “interfase estroma/tumor>estroma 
peritumoral>intratumorales”: este patrón incluía los casos en los que los TILs 
PD-L1+ estaban presentes, en proporción decreciente, en el estroma localizado 
inmediatamente adyacente a los nidos tumorales (“interfase estroma/tumor”), 
en el estroma situado a cierta distancia de éstos entre unos agregados 
neoplásicos y otros (“estroma peritumoral”) y en el interior de los nidos 
neoplásicos (con similar distribución en éstos últimos en el centro y en la 
periferia); 
*Patrón de localización “estroma peritumoral>interfase estroma/tumor”: este 
patrón incluía los casos en los que los TILs PD-L1+ estaban presentes de 
forma exclusiva en el estroma (sin presencia acompañante de células positivas 
para dicho marcador en el interior de los nidos epiteliales neoplásicos), en 
proporción decreciente en el estroma situado a cierta distancia de éstos, entre 
unos agregados neoplásicos y otros (“estroma peritumoral”) y en el estroma 
localizado inmediatamente adyacente a los nidos tumorales (“interfase 
estroma/tumor”); 
*Patrón de localización “interfase estroma/tumor>estroma peritumoral”: este 
patrón incluía los casos en los que los TILs PD-L1+ estaban presentes de 
forma exclusiva en el estroma (sin presencia acompañante de células positivas 
para dicho marcador en el interior de los nidos epiteliales neoplásicos), en 
proporción decreciente en el estroma localizado inmediatamente adyacente a 
los nidos tumorales (“interfase estroma/tumor”) y en el estroma situado a 
cierta distancia de éstos, entre unos agregados neoplásicos y otros (“estroma 
peritumoral”); 
*Patrón de localización “interfase estroma/tumor>intratumorales (periferia de 
los nidos neoplásicos): este patrón incluía los casos en los que los TILs PD-L1+ 
estaban presentes, en proporción decreciente, tanto en el estroma (si bien de 
forma exclusiva en el localizado inmediatamente adyacente a los nidos 
tumorales, esto es, la “interfase estroma/tumor”) como en el interior de los 
nidos neoplásicos; en éstos los TILs PD-L1+ se localizaban mayoritariamente 
en la zona periférica; 
*Patrón de localización “intratumorales”: este patrón incluía los casos en los 
que los TILs PD-L1+ estaban presentes de forma exclusiva en el interior de los 
nidos neoplásicos (sin presencia de células inflamatorias positivas para dicho 
marcador en el estroma), ya fuera en el centro de los agregados epiteliales 
neoplásicos, en la zona periférica o en ambas.  
Partiendo de la observación de que con cierta frecuencia los macrófagos 
intraalveolares del tejido pulmonar no infiltrado de las muestras mostraban 
expresión inmunohistoquímica de PD-L1, y a fin de tratar de determinar su 
grado de relevancia en la respuesta inmune asociada al tumor, se incluyó en 
este apartado la denominación “macrófagos intraalveolares yuxtatumorales” 
para describir la presencia de macrófagos PD-L1+ en las luces del tejido 
pulmonar nativo adyacente a la neoplasia. No obstante, y con el fin de no 
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perder potencia estadística por excesiva subcategorización, la presencia de 
dichos macrófagos intraalveolares yuxtatumorales PD-L1+ se incluyó en el 
concepto “estroma peritumoral”; para el análisis y discusión posteriores se 
mantuvo sin embargo de modo descriptivo esta observación en los casos en los 
que su presencia era significativa y fue por tanto reseñada. 
 
IV. Valoración automática de la expresión inmunohistoquímica de CD8 
La valoración de la expresión inmunohistoquímica de CD8 se realizó mediante 
patología digital y de manera automática utilizando la plataforma VENTANA 
iScan Coreo (Ventana Medical System Inc., Tucson, AZ, USA) disponible en el 
laboratorio (fig.7).  
 
Figura 7. Valoración automática de CD8 con Ventana VIRTUOSO. 
 
Para llevar a cabo este análisis, se escanearon todas las preparaciones 
inmunohistoquímicas con resolución 20x. Posteriormente, utilizando el 
software VENTANA Virtuoso, se revisó a bajo aumento la totalidad de la 
imagen escaneada para identificar y seleccionar las dos áreas de interés a 
evaluar, el epitelio tumoral y el estroma tumoral (tanto peri como 
yuxtatumoral). A continuación, utilizando un aumento de 20x y el algoritmo 
de valoración de Ki67 (aprobado por la FDA para el recuento del índice 
proliferativo en el cáncer de mama) se cuantificó la expresión 
inmunohistoquímica de CD8 en cada una de las dos áreas, recogiendo los 
siguientes datos: 
-Tamaño del área evaluada, especificado por el sistema en micras cuadradas 
(µ2). Posteriormente se realizaron los cálculos necesarios para transformar este 
dato a milímetros cuadrados (mm2). 
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-Número de núcleos CD8+. 
-Porcentaje de núcleos CD8+ sobre el total de núcleos presentes en el área 
seleccionada. 
-Número de núcleos CD8+/µ2 y su posterior conversión a núcleos CD8+/mm2. 
Cuatro de las muestras no pudieron ser correctamente escaneadas por 
dificultades técnicas, siendo necesario realizar el análisis de forma manual. 
Éste se llevó a cabo calculando la equivalencia en µ2 y en mm2 del área 
seleccionada al microscopio óptico (20x), contando el número de núcleos CD8+ 
y calculando posteriormente el número de núcleos CD8+/mm2. 
 
V. Análisis estadístico 
1. De las variables clínicas  
Para la realización del análisis estadístico las variables no numéricas se 
codificaron como sigue: 
-Sexo:  
1= Masculino;  
2= Femenino. 
-Consumo de tabaco:  
0= Nunca fumador;  
1= Fumador activo/ex-fumador. 
-Estado general o performance status (PS):  
0= PS0;  
1= PS1;  
2= PS2;  
3= PS3;  
4= PS4;  
5= No especificado (NE). 
 
-Localización anatómica de la neoplasia en el momento del diagnóstico: 
La agrupación, según criterios clínicos de estadificación, pronóstico e 
implicaciones terapéuticas, generó las siguientes categorías: 
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1= Tumor limitado al pulmón; 
2= Tumor en pulmón + afectación de ganglios linfáticos mediastínicos; 
3= Tumor en pulmón + metástasis en un órgano a distancia distinto a los 
ganglios linfáticos mediastínicos; 
4= Tumor en pulmón + metástasis en dos o más órganos distintos a los 
ganglios linfáticos locorregionales; 
 5= Tumor en pulmón + afectación de ganglios linfáticos mediastínicos + 
metástasis en un órgano a distancia distinto a los ganglios linfáticos; 
 6= Tumor en pulmón + afectación de ganglios linfáticos mediastínicos + 
metástasis en dos o más órganos a distancia distintos a los ganglios linfáticos. 
-Estadio clínico al diagnóstico: 
1= Enfermedad localizada (EL); 
2= Enfermedad extensa (EE). 
3= No especificado. 
El estadio TNM, determinado según la clasificación vigente que consta en 
International Union Against Cancer (UICC): TNM Classification of Malignant 
Tumours, 7ª ed., L.H. Sobin, Ch. Wittekind (eds.) Wiley, New York, se codificó 
de forma independiente para los epígrafes T, N y M en las siguientes 
categorías: 
-Estadio T: 
 0= Tx; 
 1= T1; 
 2= T2; 
 3= T3; 
 4= T4.  
 5= no especificado. 
-Estadio N: 
 0= N0; 
 1= N1; 
 2= N2; 
 3= N3 
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3= No especificado. 
-Tratamiento quimioterápico:  
0= No administrado; 
1= Cisplatino/VP16; 
2= Carboplatino/VP16; 
3= Cisplatino/VP16 + Carboplatino/VP16; 
4= Carboplatino/Taxol; 
5= Carboplatino/Pemetrexed; 
6= Cisplatino/VP16 + Veliparib. 
7= No especificado. 
-Tratamiento radioterápico: 
0= No administrado; 
1= Sí administrado; 
2= No especificado.  
La modalidad y los campos anatómicos de aplicación no fueron codificados, 
dado que el número de categorías generadas hacía poco probable obtener 
resultados con significación estadística.  
-Recidiva tumoral:   
0= Ausencia de recidiva: en esta categoría se incluyeron tanto los pacientes sin 
evidencia clínico-radiológica de recidiva como los pacientes en los que la 
aparición de nuevas áreas anatómicas de afectación por la enfermedad fue 
etiquetada, según criterios clínicos, como progresión y no como recidiva; 
1= Presencia de recidiva; 
2= No especificado. 
-Estado del paciente en la fecha del último seguimiento: 
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1= Fallecido por la enfermedad; 
2= Vivo con enfermedad persistente; 
3= Vivo sin evidencia de enfermedad.  
4= No especificado. 
-Localización anatómica de la recidiva de la enfermedad 
El/los órgano/s en los que se detectó la presencia de tumor por estudios de 
imagen, con o sin confirmación anatomopatológica) se agrupó según las 
implicaciones  clínico-terapéuticas del órgano o combinación de órganos 
afectados, definiéndose las categorías siguientes:  
1= Pulmón; 
2= Pulmón + ganglios linfáticos mediastínicos; 
3= Pulmón + un órgano a distancia distinto a los ganglios linfáticos 
mediastínicos; 
4= Pulmón + dos o más órganos a distancia distintos a los ganglios linfáticos 
mediastínicos; 
5= Pulmón + ganglios linfáticos mediastínicos + afectación de un órgano a 
distancia distinto a los ganglios linfáticos; 
6= Pulmón + ganglios linfáticos mediastínicos + afectación de dos o más 
órganos a distancia distintos a los ganglios linfáticos. 
7= Afectación de un órgano a distancia (distinto a los ganglios linfáticos);  
8= Afectación de dos o más órganos a distancia (distintos a los ganglios 
linfáticos. 
9= No especificado. 
Las variables numéricas, es decir, la edad en el momento del diagnóstico, el 
tamaño tumoral en milímetros, el número total de ciclos de quimioterapia, la 
duración en meses del tratamiento quimioterápico, el intervalo libre de recaída 
en días y meses y la supervivencia global en días y meses se mantuvieron 
como datos numéricos netos, sin establecer intervalos. 
 
2. De la expresión inmunohistoquímica de PD-L1 
2.1. En las células tumorales  
-La intensidad de tinción para PD-L1 se codificó según las categorías definidas 
en el apartado previo:  
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0= Ausencia de tinción;  
1= Tinción débil;  
2= Tinción intensa. 
-El patrón de tinción intracelular PD-L1 o localización intracelular de la 
tinción PD-L1: una vez observada la existencia de diferencias de tinción entre 
el citoplasma y la membrana en las células tumorales PD-L1+, dicho patrón se 
codificó en las categorías previamente descritas: 
0= Ausencia de tinción; 
1= Patrón de tinción “membrana=citoplasma”, es decir, similar grado de 
tinción en la membrana y en el citoplasma; 
2= Patrón de tinción “citoplasma>membrana”, es decir, mayor grado de tinción 
del citoplasma que de la membrana celular. 
Como se ha dicho previamente, al no observarse casos con tinción de 
membrana superior a la citoplasmática en las células tumorales, no se incluyó 
el patrón de tinción “citoplasma<membrana”. 
-La localización de las células positivas en los nidos tumorales: a la vista de 
las diferencias en la distribución de las células tumorales PD-L1+ en la zona 
central y periférica de los agregados epiteliales neoplásicos, los resultados se 
codificaron según las categorías previamente definidas por la  proporción de 
células positivas para dicho marcador en las distintas zonas de los nidos 
tumorales, en orden decreciente cuando procediera: 
0= Patrón “ausencia de tinción”, definido por la ausencia de expresión de PD-
L1 en las células tumorales, en cualquier localización;  
1= Patrón de localización “periferia=centro de los nidos tumorales”, es decir, 
presencia de células tumorales PD-L1+ en número similar en las zonas 
centrales y en la zona periférica de los agregados epiteliales neoplásicos; 
2= Patrón de localización “periferia>centro de los nidos tumorales”, es decir 
mayor número de células tumorales PD-L1+ en la zona periférica que en las 
áreas centrales de los nidos neoplásicos; 
3= Patrón de localización “periferia de los nidos tumorales”: es decir, 
identificación de células tumorales PD-L1+ únicamente en la zona periférica 
de los nidos neoplásicos. 
Como se ha mencionado previamente, no se encontraron casos en los que la 
localización de las células neoplásicas PD-L1+ se observara exclusivamente en 
el centro de los nidos tumorales, por lo que no se incluyó el patrón “centro de 
los nidos tumorales”. 
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- El porcentaje de células tumorales PD-L1+: a fin de valorar la posible 
significación estadística de los valores de expresión inmunohistoquímica 
inferiores al 1%, los casos en los que se obtuvo dicho resultado porcentual se 
incluyeron en una categoría denominada “células tumorales PD-L1+ aisladas”. 
Los resultados iguales o superiores al 1% se mantuvieron como cifras 
porcentuales numéricas, netas en un primer análisis y posteriormente 
agrupadas por intervalos. Los intervalos definidos fueron:  
a) Para el análisis comparativo de las “células tumorales PD-L1+ aisladas” 
frente a los casos restantes de la serie: 
*1º grupo: 0% de células tumorales PD-L1+. 
*2º grupo: 0,1% de células tumorales PD-L1+ (categoría de “células tumorales 
aisladas”). 
*3er grupo: >0,1% de células tumorales PD-L1+. 
b) Para el análisis de grupos de expresión combinada de PD-L1 en las células 
tumorales y en los TILs: 
*Grupo T-: expresión de PD-L1 en las células tumorales del 0%. 
*Grupo T+: expresión de PD-L1 en las células tumorales ≥0,1%. 
c) Para el análisis según categorías especificadas para el clon SP142 recogidas 
por la IASLC: 
*TC0: expresión de PD-L1 en las células tumorales <1% (incluye 0%). 
*TC1: expresión de PD-L1 en las células tumorales de entre el 1% y <5%. 
*TC2: expresión de PD-L1 en las células tumorales de entre el 5% y <50%. 
*TC3: expresión de PD-L1 en las células tumorales ≥50%. 
2.2. En los TILs: 
-La intensidad de tinción PD-L1 se subclasificó, según los criterios descritos 
en el apartado previo, en las siguientes categorías:  
0= Ausencia de tinción;  
1= Tinción débil;  
2= Tinción intensa. 
-La localización intracelular de la tinción o patrón de tinción PD-L1: una vez 
observada la existencia de diferencias de tinción entre el citoplasma y la 
membrana en los TILs PD-L1+, dicho patrón se codificó según las categorías 
definidas en el apartado previo: 
0= Patrón “ausencia de tinción”; 
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1= Patrón de tinción “membrana=citoplasma”, es decir, similar grado de 
tinción en la membrana y en el citoplasma; 
2= Patrón de tinción “membrana>citoplasma”, es decir, mayor grado de tinción 
membranosa que citoplasmática; 
3= Patrón de tinción “citoplasma>membrana”, es decir, mayor grado de tinción 
del citoplasma que de la membrana celular. 
-La localización de los TILs en los distintos componentes de la neoplasia se 
codificó según las categorías definidas previamente: 
0= Patrón “ausencia de TILs PD-L1+”, en cualquier localización. 
1= Patrón de localización “interfase estroma/tumor>estroma 
peritumoral>intratumorales”: este patrón incluía los casos en los que los TILs 
PD-L1+ estaban presentes, en proporción decreciente, en el estroma localizado 
inmediatamente adyacente a los nidos tumorales (“interfase estroma/tumor”), 
en el estroma situado a cierta distancia de éstos entre unos agregados 
neoplásicos y otros (“estroma peritumoral”) y en el interior de los nidos 
neoplásicos (con similar distribución en éstos últimos en el centro y en la 
periferia). 
2= Patrón de localización “estroma peritumoral>interfase estroma/tumor”: este 
patrón incluía los casos en los que los TILs PD-L1+ estaban presentes de 
forma exclusiva en el estroma (sin presencia acompañante de células positivas 
para dicho marcador en el interior de los nidos epiteliales neoplásicos), en 
proporción decreciente en el estroma situado a cierta distancia de éstos, entre 
unos agregados neoplásicos y otros (“estroma peritumoral”) y en el estroma 
localizado inmediatamente adyacente a los nidos tumorales (“interfase 
estroma/tumor”). 
3= Patrón de localización “interfase estroma/tumor>estroma peritumoral”: este 
patrón incluía los casos en los que los TILs PD-L1+ estaban presentes de 
forma exclusiva en el estroma (sin presencia acompañante de células positivas 
para dicho marcador en el interior de los nidos epiteliales neoplásicos), en 
proporción decreciente en el estroma localizado inmediatamente adyacente a 
los nidos tumorales (“interfase estroma/tumor”) y en el estroma situado a 
cierta distancia de éstos, entre unos agregados neoplásicos y otros (“estroma 
peritumoral”). 
4= Patrón de localización “interfase estroma/tumor>intratumorales (periferia 
de los nidos neoplásicos): este patrón incluía los casos en los que los TILs PD-
L1+ estaban presentes, en proporción decreciente, tanto en el estroma (si bien 
de forma exclusiva en el localizado inmediatamente adyacente a los nidos 
tumorales, esto es, la “interfase estroma/tumor”) como en el interior de los 
nidos neoplásicos; en éstos los TILs PD-L1+ se localizaban mayoritariamente 
en la zona periférica. 
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5= Patrón de localización “intratumorales”: este patrón incluía los casos en los 
que los TILs PD-L1+ estaban presentes de forma exclusiva en el interior de los 
nidos neoplásicos (sin presencia de células inflamatorias positivas para dicho 
marcador en el estroma), ya fuera en el centro de los agregados epiteliales 
neoplásicos, en la zona periférica o en ambas.  
-El tipo de células inflamatorias PD-L1+ en los TILs se codificó, según las 
categorías definidas en el apartado precedente, en: 
0= Patrón “ausencia de tinción”. 
1=Patrón “macrófagos=linfocitos”, cuando las células inflamatorias PD-L1+ de 
los TILs eran macrófagos y linfocitos en proporciones similares. 
2= Patrón “macrófagos>linfocitos”, cuando entre las células inflamatorias PD-
L1+ de los TILs predominaban los macrófagos sobre los linfocitos. 
3= Patrón “macrófagos<linfocitos”, cuando entre las células inflamatorias PD-
L1+ de los TILs los linfocitos predominaban sobre los macrófagos. 
-El porcentaje de células PD-L1+ en los TILs: a fin de valorar la posible 
significación estadística de los valores de expresión inmunohistoquímica 
inferiores al 1%, los casos en los que se obtuvo dicho resultado porcentual se 
incluyeron en una categoría denominada “células inflamatorias PD-L1+ 
aisladas”. Los resultados iguales o superiores al 1% se mantuvieron como 
cifras porcentuales numéricas, netas en un primer análisis y posteriormente 
agrupadas por intervalos. Los intervalos definidos fueron:  
a) Para el análisis comparativo de las “células inflamatorias PD-L1+ aisladas” 
frente a los casos restantes de la serie: 
*1º grupo: 0% de células inflamatorias PD-L1+ en los TILs. 
*2º grupo: 0,1% de células inflamatorias PD-L1+ en los TILs (categoría de 
“células aisladas”). 
*3er grupo: >0,1% de células inflamatorias PD-L1+ en los TILs. 
b) Para el análisis de grupos de expresión combinada de PD-L1 en las células 
tumorales y en los TILs: 
*Grupo I-: expresión de PD-L1 en los TILs del 0%. 
*Grupo I+: expresión de PD-L1 en los TILs ≥0,1%. 
c) Para el análisis según categorías especificadas para el clon SP142 recogidas 
por la IASLC: 
*IC0: expresión de PD-L1 en los TILs <1% (incluye 0%). 
*IC1: expresión de PD-L1 en los TILs de entre el 1% y <5%. 
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*IC2: expresión de PD-L1 en los TILs  de entre el 5% y <10%. 
*IC3: expresión de PD-L1 en los TILs ≥10%. 
3. De los linfocitos T CD8+ 
Al tratarse de datos numéricos y no habiéndose definido puntos de corte ni 
intervalos, los resultados  en forma de recuento de células por campo 20x, 
estimación del número de células/mm2 (nº/mm2) a partir del recuento por 
micra cuadrada (nº/µ2) y recuento porcentual sobre el total de células 
inflamatorias presentes en un campo 20x se manejaron de forma neta, sin 
agruparse en categorías. 
4. Pruebas estadísticas 
Se realizó un análisis descriptivo de las variables categóricas mediante 
frecuencias absolutas y relativas; y en las variables numéricas, mediante la 
mediana, percentiles 25 y 75, valores mínimo y máximo. El estudio estadístico 
posterior tuvo como objetivo valorar la existencia de asociación de los distintos 
aspectos morfológicos relativos a la expresión de PD-L1 entre sí, con los 
diferentes patrones de composición del microambiente inmune, y de éstos con 
los datos clínicos disponibles. Para ello se realizó análisis univariante con la 
prueba U Mann-Whitney para contrastar variables numéricas con dos 
categorías, prueba de Kruskal-Wallis cuando había más de dos categorías y 
análisis multivariante con la prueba de Chi-cuadrado o estadístico exacto de 
Fisher para contraste de hipótesis de variables categóricas, según 
procediera. Para analizar la supervivencia global y el intervalo libre de 
enfermedad de los diferentes grupos de expresión combinada de PD-L1 en las 
células tumorales y en los infiltrados inflamatorios asociados al tumor se 
utilizaron el test de Mantel-Cox y el método de Kaplan-Meier. El nivel de 
significación se fijó en 0,05 para todos los contrastes. Los resultados se 
recogieron en tablas y gráficas independientes. El paquete estadístico utilizado 
es Stata/IC v.14.2. (StataCorp. 2015. Stata Statistical Software: Release 





























I. Variables clínicas 
Las 90 muestras estudiadas correspondían a un total de 88 pacientes de los 
cuales 52 (59,09%) eran hombres y 36 (40,91%) mujeres con una mediana de 
edad de 65 años (42-87 años). 
En cuanto al consumo de tabaco, del total de la serie, se obtuvo la información 
relativa a 68 pacientes (75,56% del total) los cuales eran fumadores activos o 
exfumadores; no se pudo aportar la información sobre el consumo de tabaco 
de los 20 pacientes restantes.  
Con respecto al estado general de los pacientes al diagnóstico (67 pacientes 
con datos de ECOG), éste fue SP0 en 18 casos (26,88%), SP1 en 33 (49,25%), 
SP2 en 14 (20,89%), SP3 en 1 (1,49%) y SP4 en 1 caso (1,49%). 
La enfermedad fue estadificada en EL y EE en 72 pacientes: 35 de ellos 
(48,61%) presentaban EL al diagnóstico y 37 (51,39%) EE.  
En cuanto a los órganos afectados por la neoplasia, ésta estaba presente en el 
momento del diagnóstico únicamente en el pulmón en 7 casos (9.72 %), en el 
pulmón y los ganglios linfáticos mediastínicos en 27 casos (37,50%), en el 
pulmón y en un segundo órgano distinto a los ganglios linfáticos mediastínicos 
en 10 casos (13,89%), en el pulmón y dos o más órganos a distancia distintos 
a los ganglios mediastínicos en 17 casos (23.61%), en pulmón, ganglios 
linfáticos mediastínicos y un órgano a distancia en 6 casos (8,33%) y en 
pulmón, ganglios mediastínicos y dos o más órganos a distancia en 5 casos 
(6,94%).  
En este mismo grupo de 72 pacientes, el estadio tumoral T (según clasificación 
TNM) fue: Tx en 4 casos (5,56%), T1 en 2 casos (2,78%), T2 en 17 casos 
(23,61%), T3 en 7 casos (9,72%) y T4 en 42 casos (58,33%).  
El estadio N fue N0 en 7 casos (10%), N1 en 6 casos (8,57%), N2 en 28 casos 
(40%) y N3 en 29 casos (41,43%). 
El estadio tumoral M fue M0 en 29 casos (40,28%), M1a en 6 (8,33%) y M1b 
en 37 casos (51,39%). 
El dato del tamaño tumoral solo se recogió  en 49 pacientes, variaba entre 10 
mm de diámetro mínimo y 110 mm de diámetro máximo (mediana: 50.31 mm, 
con desviación estándar de 24,54 mm).  
Se dispuso de información relativa al tratamiento quimioterápico en 71 
pacientes. 67 de ellos (94,37%) recibieron alguno de los protocolos 
actualmente en vigor; en 6 casos (5,63%) no se administró quimioterapia. Las 
combinaciones de fármacos administradas fueron Cisplatino/VP16 (etopósido) 
en 32 casos (45,07%), Carboplatino/VP16 (etopósido) en 29 casos (40,85%), 
Carboplatino/Taxol en 2 casos (2,82%), Cisplatino/VP16 + Veliparib en 2 
casos (2,82%), Cisplatino/VP16+Carboplatino/VP16 en 1 caso (1,41% y 
Carboplatino/Pemetrexed en 1 caso (1,41%). El tratamiento radioterápico, 
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referido en 70 pacientes, se aplicó en 53 casos (75,71%); los 17 restantes 
(24,29%) no recibieron radioterapia. 
Los datos de recidiva se recogieron en un total de 69 pacientes de la serie de 
los cuales 48 (69,57%) mostraron recidiva durante el seguimiento. En el grupo 
restante de 21 pacientes (30,43%) se incluyeron los casos sin evidencia 
clínico-radiológica de recidiva y los pacientes en los que la aparición de 
neoplasia en nuevas localizaciones anatómicas, fue tipificada como progresión 
de la enfermedad y no como recidiva.   
La localización de dicha recidiva tumoral, referida en 42 pacientes, fue 
exclusivamente en pulmón en 6 casos (14,29%), en pulmón y ganglio linfático 
regionales en 5 casos (11,90%), en pulmón y un órgano a distancia distinto a 
los ganglios linfático regionales en 6 casos (14,29%), en pulmón y dos o más 
órganos a distancia (no ganglios linfáticos) en 3 casos (7,14%), en pulmón, 
ganglios linfáticos regionales y un órganos a distancia en 4 casos (9,52%), en 
pulmón, ganglios linfáticos y dos o más órganos a distancia en 1 caso (2,38%), 
únicamente en un órgano a distancia (sin recidiva pulmonar ni ganglionar) en 
13 casos (30.95%) y en dos o más órganos a distancia en 4 casos (9,52%).  
El intervalo libre de enfermedad, disponible en 48 pacientes, variaba entre 1 y 
2690 días (mediana: 395.77 días, con desviación estándar de 543.65 días). 
Del total de 67 pacientes de los que se obtuvieron datos relativos al estado en 
el último seguimiento, 54 (80,6%) fallecieron por la enfermedad. De los 13 
pacientes restantes, vivos en la última revisión, 8 (11.94%) presentaban 
evidencia clínico-radiológica de enfermedad tumoral persistente, mientras que 
en los 5 restantes (7,46%) no se detectó neoplasia residual. 
La supervivencia global, valorada en 70 pacientes, osciló entre 19 y 2719 días 
(0,63-91 meses), con una mediana de 18,4 meses+/- 21,28 meses.  
 
II. Estudio morfológico y valoración cuantitativa  
1. Cuantificación de linfocitos T CD8+  (Figs. 8 y 9) 
a) En los nidos tumorales 
El número de linfocitos T CD8+ en los nidos tumorales osciló entre 0 y 681 
(mediana: 71,46 linfocitos, con desviación estándar de 106,03). La distribución 
en percentiles se refleja en la tabla siguiente: 
Nidos tumorales n p25 p50 p75 
Nº de linfocitos T CD8+ (20x) 90 8 28 99 
 
El porcentaje de linfocitos T CD8+ sobre el total de núcleos presentes en los 
nidos tumorales osciló entre 0 y 79% (mediana: 17,86%, con desviación 
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estándar de  20,92%).  La distribución en percentiles figura en la tabla 
siguiente: 
Nidos tumorales n p25 p50 p75 
% de linfocitos T CD8+ (20x) 90 2 9 25 
 
El número de linfocitos T CD8+/mm2 de epitelio neoplásico se situó entre 0 y 
3111 (mediana: 669,66 linfocitos, con desviación estándar de 807,26). La table 
siguiente recoge la distribución en percentiles: 
Nidos tumorales n p25 p50 p75 
Nº de linfocitos T CD8+/ mm2 90 66 306,5 994 
 
b) En el estroma tumoral 
El número de linfocitos T CD8+ presentes en el estroma tumoral osciló entre 0 
y 359 (mediana: 68,09 linfocitos, con desviación estándar de 65,89). La 
siguiente tabla refleja la distribución en percentiles: 
Estroma tumoral n p25 p50 p75 
Nº de linfocitos T CD8+ (20x) 90 23 40 90 
 
El número de linfocitos T CD8+/mm2 de estroma tumoral osciló entre 0 y 
3702 (mediana: 853,31 células, con desviación estándar de 719,504). La 
distribución en percentiles aparece en la tabla siguiente: 
Estroma tumoral n p25 p50 p75 
Nº de linfocitos T CD8+/ mm2 90 350 693,5 1117 
 
El porcentaje de linfocitos T CD8+ sobre el total de células presentes en el 
estroma tumoral (inflamatorias y mesenquimales, osciló entre 0 y 85% 
(mediana: 31,903%, con desviación estándar de 18,18%). La distribución en 
percentiles figura en la tabla siguiente: 
Estroma tumoral n p25 p50 p75 







Figura  8. Variación en la proporción de linfocitos T CD8+ en los TILs: a) ausencia de 
linfocitos T CD8+; b) <1% (células aisladas); c) 10%; d) 50% (Tinción 
inmunohistoquímica para CD8, 20x). 
 
Figura  9. Localización de los linfocitos T CD8+ en el estroma y en los nidos tumorales: 
a) en el interior de los nidos epiteliales neoplásicos; b) en el estroma yuxtatumoral; c) 
en el estroma yuxtatumoral y peritumoral; d) en el estroma y en el interior de los nidos 





2. Valoración de la expresión inmunohistoquímica de PD-L1  
2.1. En las células tumorales  (Figs. 10 y 11) 
2.1.1. Intensidad de tinción 
De las 90 muestras evaluadas se observó tinción inmunohistoquímica para 
PD-L1 en las células tumorales en un total de 44 muestras (48,89%), que se 
definió como débil en 5 casos (5,56%) e intensa en 39 muestras (43,33%). En 
46 muestras (51,1% del total) la tinción resultó negativa 
En las 44 muestras positivas, el porcentaje de células tumorales PD-L1+ osciló 
entre el 0 y el 80% (mediana: 5,06%, con desviación estándar de 14,99%).  
La distribución en percentiles de dichos porcentajes según la intensidad de 
tinción de PD-L1 en las células tumorales se refleja en la tabla siguiente: 
Tinción de PD-L1 en las 
células tumorales 
n p25 p50 p75 
Ausente 46 0% 0% 0% 
Débil 5 0,1% 0,1% 0,1% 
Intensa 39 0,1% 5% 10% 
 90    
      Test de Mann-Whitney, p=0.0284 
En 4 de los 5 casos con tinción débil (80%) el porcentaje de células tumorales 
PD-L1+ por campo 20x fue inferior al 1%, apareciendo en forma de células 
aisladas, y en 1 caso (20%) el porcentaje fue del 1%. 
2.1.2. Patrón de tinción intracelular 
En relación al patrón de tinción intracelular, en las 44 muestras PD-L1+ se 
observó mayor intensidad de tinción en el citoplasma que en la membrana en 
24 muestras (54,55%) y similar intensidad en la membrana y en el citoplasma 
en 20 muestras (45,45%).  
De los 5 casos con tinción débil, en 3 (60%) ésta fue mayor en el citoplasma 
que en la membrana, siendo similar en ambas localizaciones en los 2 
restantes (40%). De los 39 casos con tinción intensa, en 21 (53,81%) ésta fue 
mayor en el citoplasma que en la membrana; en 18 (46,5%)  fue similar en 
ambas localizaciones.  
2.1.3. Localización de las células tumorales PD-L1+ en el tumor 
Las células tumorales PD-L1+ eran más numerosas en la periferia que en el 
centro de los nidos tumorales en 31muestras (70,45% del total de casos 
positivos). En 7 casos se identificaron células PD-L1+ únicamente en la 
periferia de los agregados de células neoplásicas (15,9% del total) y en 6 
muestras (13,65%) la proporción de  células tumorales positivas fue muy 
similar en el centro de los nidos y en la zona periférica de los mismos. 
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Localización de las  
células tumorales 
n % 
Ausente 46 51,11 
Periferia=centro de los 
nidos neoplásicos 
6 6,67 
Periferia> centro de los 
nidos neoplásicos 
31 34,44 
Solo en la periferia de 
los nidos neoplásicos 
7 7,78 
 90 100 
  
De los 5 casos con tinción débil, en 3 (60%), las células neoplásicas PD-L1+ 
eran más numerosas en la periferia que en el centro de los nidos; en los 2 
restantes (40%) se localizaban únicamente en la periferia de los agregados 
neoplásicos. No se observó ningún caso en el que las células positivas se 
distribuyeran de forma similar en ambas localizaciones. De los 39 casos con 
tinción intensa, en 28 (71,79%) las células neoplásicas PD-L1+ eran más 
numerosas en la periferia que en el centro de los nidos; en 6 (15,38%) 
aparecían en número similar en ambas localizaciones, y en 5 casos (12.82%) 
se situaban exclusivamente en la periferia de los agregados neoplásicos.  
 
Figura 10. Expresión de PD-L1 en las células tumorales PD-L1+: a) ausencia de 
tinción; b) Tinción en “células tumorales aisladas”; c) <50% de células tumorales PD-





Figura 11. Localización de las células tumorales PD-L1+ en los nidos neoplásicos: a) 
Ausencia de células tumorales PD-L1+; b) Periferia= centro de los nidos neoplásicos; c) 
Periferia>centro de los nidos neoplásicos; d) Solo en la periferia de los nidos (Tinción 
inmunohistoquímica para PD-L1, 40x). 
 
2.2. En la células inflamatorias asociadas al tumor (TILs) (Figs. 12 y 13) 
2.2.1. Intensidad de tinción 
De las 90 muestras evaluadas se observó tinción inmunohistoquímica positiva 
para PD-L1 en las células inflamatorias de los infiltrados asociados al tumor 
(TILs) en un total de 53 muestras (58,89%), descrita como débil en 3 (5,66%, 
3,33% del total) e intensa en 50 casos (94,34%, 55,56% del total). En las 37 
muestras restantes (41,1% del total) la tinción para PD-L1 resultó negativa.  
En las 53 muestras positivas el porcentaje de TILs PD-L1+ osciló entre el 0 y el 
100% (mediana: 14.56%, con desviación estándar de  25.36%): Percentil 50: 
0,1%; percentil 25: 0%; percentil 75: 10%.  
En 2 de los 3 casos con tinción débil (66,67%) el porcentaje de células 
inflamatorias PD-L1+ por campo 20x fue inferior al 1%, tiñendo alguna célula 
aislada, y en 1 caso (33,33%) el porcentaje fue del 5%. 
2.2.2. Patrón de tinción intracelular 
En relación a la localización intracelular de la tinción PD-L1o patrón de 
tinción PD-L1,de las 53 muestras positivas en los TILs se observó mayor 
intensidad de tinción en la membrana que en el citoplasma en 27 muestras 
(50,94%), mayor intensidad de tinción en el citoplasma que en la membrana 
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en 13 muestras (24,53% del total) y similar intensidad en la membrana y en el 
citoplasma en 13 muestras (24,53%). 
2.2.3. Localización de los infiltrados inflamatorios PD-L1+ en el tumor 
Las células inflamatorias asociadas al tumor PD-L1+ estaban presentes en el 
estroma (incluyendo en este concepto tanto el localizado inmediatamente 
adyacente a los nidos tumorales, esto es, la localización denominada en este 
estudio “interfase estroma/tumor” como el situado a cierta distancia de éstos 
entre unos agregados neoplásicos y otros, esto es, el denominado “estroma 
peritumoral”) y en los nidos neoplásicos de forma simultánea en 27 muestras 
(50,94% del total de 53 muestras con células inflamatorias PD-L1+), en el 
estroma de forma exclusiva en 22 muestras (41,51% del total de casos con 
células inflamatorias PD-L1+) y únicamente en el interior de los nidos 
neoplásicos en 4 muestras (7,55% del total de muestras con células 
inflamatorias PD-L1+). De las 22 muestras de localización exclusiva en el 
estroma, en 13 (59,09%, 25,56% del total de casos con TILs PD-L1+) las 
células inflamatorias PD-L1+ se localizaban en mayor número en la interfase 
estroma/tumor que en el estroma peritumoral situado entre los nidos 
neoplásicos, ajustándose pues al patrón decreciente definido en este estudio 
como “interfase estroma/tumor>estroma peritumoral” y en 9 casos esta 
distribución se invertía, siendo más numerosas en el estroma peritumoral que 
en la interfase; estos casos se incluyeron, según patrón de localización 
decreciente, en la categoría denominada “estroma peritumoral>interfase 
estroma/tumor”. En la totalidad de las 27 muestras con células inflamatorias 
PD-L1+ presentes tanto en el estroma como en los nidos tumorales (100%, 
50,94% del total de casos con TILs PD-L1+), éstas predominaban en el 
estroma sobre el tumor y, dentro del estroma, en el inmediatamente adyacente 
a los agregados neoplásicos (interfase estroma/tumor); estos casos pues se 
incluyeron en la categoría definida según patrón de localización decreciente 
como “interfase estroma/tumor>estroma peritumoral>intratumorales”. 
Respecto a la distribución de los TILs PD-L1+ en el interior de los nidos 
tumorales, en 23 muestras (85,18%, 43,4% del total de casos con TILs PD-
L1+) las células se distribuían de manera similar en el centro y en la periferia 
de los agregados, es decir, se ajustaban a la categoría definida según patrón 
de localización decreciente como “interfase 
estroma/tumor>estromaperitumoral>intratumorales”, mientras que en 4 
(14,82%, 7,55% del total de casos con TILs PD-L1+) se situaban únicamente 
en la zona periférica de éstos, por lo que se incluyeron en la categoría definida 
según patrón de localización decreciente como “interfase 
estroma/tumor>intratumorales (periferia)”. En las 4 muestras con TILs PD-
L1+ de  localización exclusiva en los agregados neoplásicos, sin células PD-L1+ 
acompañantes en el estroma (4,44% del total de casos con células 
inflamatorias PD-L1+), éstas aparecían en número similar en el centro y en la 





2.2.4. Composición de los infiltrados inflamatorios asociados al tumor PD-L1+ 
Con respecto a la composición de los infiltrados inflamatorios asociados al 
tumor PD-L1+ (un total de 53 muestras), en 24 (45,28%) predominaban los 
macrófagos sobre los linfocitos, en 18 (33,96%) los linfocitos eran más 
numerosos que los macrófagos y en 11 muestras (20,76%) ambos tipos 
celulares estaban presentes en proporciones similares. 
Figura 12. Localización de los TILs PD-L1+: a) Interfase estroma/tumor>estroma 
peritumoral>intratumorales; b) Interfase estroma/tumor>estroma peritumoral; c) 
Estroma peritumoral>interfase estroma/tumor; d) Intratumorales (Tinción 
inmunohistoquímica para PDL-1, 20x). 
Figura 13. Composición de los TILs D-L1+ a) Macrófagos>linfocitos; b) 
Macrófagos<linfocitos; c) Macrófagos=linfocitos; d) Macrófagos intraalveolares PD-L1+   
(Tinción inmunohistoquímica para PD-L1, 20x). 
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III. Asociación de la expresión de PD-L1 en las células tumorales y en los 
TILs 
1. Relación del resultado de la tinción de PD-L1 en las células tumorales y en 
los TILs 
De las 46 muestras en las que no se observó expresión de PD-L1 en las células 
neoplásicas, en 35 de ellas (76,09%) tampoco se detectó positividad para PD-
L1 en los TILs. Las 11 muestras restantes (23,91%) si mostraron, en los TILs, 
positividad para PD-L1, que además fue descrita en todos ellos como intensa. 
De las 44 muestras con células neoplásicas PD-L1+ (intensa en 39 casos y 
débil en 5), en 42 casos (95,45%) los TILs  fueron también positivos para dicho 
marcador (débil en 3 casos e intensa en 39), mientras que en 2 casos (4,55%) 
resultaron negativas. En estas 2 muestras negativas la positividad para PD-L1 
en las células tumorales se describió como intensa. De las 42 muestras en las 
que se observó expresión de PD-L1 tanto en las células tumorales como en los 
TILs, ésta fue intensa en ambos tipos celulares en 37 muestras (88,1%) y débil 
en 3 muestras (7,14%); las  2 muestras restantes (4,76%) mostraron 
positividad intensa en los TILs y débil en las células neoplásicas. 
2. Relación de la expresión de PD-L1 en las células tumorales con el patrón de 
tinción en los TILs  
De las 46 muestras en los que las células tumorales fueron negativas para PD-
L1, 11 (23,91%) mostraron sin embargo expresión de dicho marcador en los 
TILs. De estos 11 casos, en 6 (54,55%) se observó predominio de la tinción 
membranosa sobre la citoplasmática, en 3 (27,27%) el patrón de tinción 
intracelular fue de similar intensidad en la membrana que en el citoplasma y 
en 2 casos (18,18%) fue mayor la tinción citoplasmática que la membranosa. 
De las 42 muestras con expresión de PD-L1 en las células tumorales y en los 
TILs, en 21 de ellas (50%) los TILs mostraron predominio de la tinción 
membranosa sobre la citoplasmática, en 11 casos (23,81%) fue mayor la 
tinción citoplasmática que la membranosa y en 10 (26,19%) el patrón de 
tinción intracelular fue de similar intensidad en la membrana que en el 
citoplasma. Dentro de este grupo de coexpresión, y de los 37 casos con tinción 
intensa de células tumorales, en 20 muestras (54,06%) predominó el patrón 
de tinción membranoso sobre el citoplasmático en los TILs, en 9 (24,32%) fue 
más intenso el citoplasmático que el membranoso y en 8 muestras (21,62%) 
fue similar en ambas localizaciones intracelulares. En relación a las 5 
muestras con tinción débil en las células tumorales, en 2 casos (40%) 
predominó el patrón de tinción citoplasmático sobre el membranoso en los 
TILs, en 2 (40%) fue similar en ambas localizaciones y en 1 (20%) resultó más 
intenso el patrón citoplasmático que el membranoso.  
3. Relación de la expresión de PD-L1 en las células tumorales con la 
composición de TILs 
Al analizar las 11 muestras PD-L1 positivo en los TILs pero no en las células 
tumorales en 6 de ellas (54,55%) se observó predominio de los macrófagos 
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sobre los linfocitos en los infiltrados asociados al tumor, en 3 muestras 
(27,27%) predominaban los linfocitos sobre los macrófagos y en 2 de ellas 
(18,18%) ambos tipos celulares estaban presentes en los infiltrados en 
proporciones análogas. De las 42 muestras con co-expresión de PD-L1 en las 
células tumorales y en los TILs, en 18 muestras (42,86%) se observó un 
predominio de los macrófagos sobre los linfocitos, en 15 (35,71%) 
predominaban los linfocitos sobre los macrófagos y en 9 (21,43%) ambos tipos 
celulares estaban presentes en cuantía similar. Dentro de este grupo de co-
expresión, y de las 37 muestras con tinción intensa de PD-L1 en las células 
tumorales, en 17 (45,95%) eran los macrófagos las células mayoritarias en los 
infiltrados, en 13 (35,14%) predominaban los linfocitos y en 7 muestras 
(18,91%) ambos aparecían en proporciones similares. Respecto a las  5 
muestras con tinción débil para PD-L1 en las células tumorales, en 2 
muestras (40%) predominaban los linfocitos sobre los macrófagos en los 
infiltrados, en 2 (40%) macrófagos y linfocitos aparecían en cuantía similar y 
en 1 de ellas (20%) los macrófagos constituían el tipo celular predominante.  
4. Relación de la expresión de PD-L1 en las células tumorales con la 
localización de los TILs 
De las 11 muestras que mostraron positividad para PD-L1 en los TILs pero no 
en las células tumorales (23,91% de un total de 46), en 6 de ellas (54,55%) los 
TILs PD-L1 positivos estaban presentes tanto en el estroma tumoral como en 
los nidos neoplásicos y en 5 muestras (45,45%%) aparecían en el estroma 
tumoral pero no en los nidos neoplásicos; no se observaron muestras en las 
que la  localización de los TILs PD-L1+ fuera exclusiva en los nidos tumorales, 
sin presencia asociada de células PD-L1 + en el estroma. En este grupo de 11 
pacientes, la distribución de las células inflamatorias PD-L1 + según los 
patrones de distribución decreciente definidos para el estudio fue como sigue: 
en 4 muestras (36,36%) los infiltrados PD-L1 + aparecían en la interfase 
estroma/tumor>estroma peritumoral>nidos tumorales; en 4 muestras 
(36,36%) el patrón de localización fue el definido como “estroma 
peritumoral>interfase estroma/tumor”; en 2 (18,18%) presentaban la 
distribución “interfase estroma/tumor>estroma peritumoral” (sin evidencia de 
células inflamatorias positivas en los nidos neoplásicos) y en 1 caso (9,1%) 
eran más numerosas en la interfase estroma tumor que en los nidos 
tumorales (patrón interfase estroma/tumor>intratumorales-periferia, sin 
evidencia de células inflamatorias positivas acompañantes en los nidos 
neoplásicos); como ya se ha mencionado, no se observó en ninguno de ellos 
localización exclusiva de los TILs PD-L1+ en el interior de los nidos tumorales, 
sin acompañamiento en el estroma peritumoral. En todas las muestras en los 
que las células inflamatorias PD-L1 positivas aparecían tanto en los nidos 
tumorales como en distintas áreas del estroma tumoral (6 casos de 11), se 
observó un predominio de la localización en áreas estromales inmediatamente 
adyacentes a los agregados neoplásicos (la denominada “interfase 
estroma/tumor”) sobre las zonas del estroma algo más alejadas de las células 
tumorales (el “estroma peritumoral”), situadas entre unos nidos y otros. De los 
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5 casos con células PD-L1+ localizadas únicamente en el estroma, y no en los 
nidos neoplásicos, en 4 casos (80%) predominaba la localización en el estroma 
peritumoral sobre la interfase estroma/tumor, mientras que en 1 (20%) la 
proporción ocurría a la inversa.  
De los 42 casos con co-expresión de PD-L1 en las células tumorales y en los 
TILs, en 21 muestras (50%) los TILs PD-L1+ estaban presentes tanto en el 
estroma tumoral como en los nidos neoplásicos, en 17 muestras (40,48%) 
aparecían en el estroma tumoral pero no en los nidos neoplásicos y en 4 
(9,52%) se localizaban de forma exclusiva en los nidos tumorales, sin 
presencia asociada de células PD-L1+ en el estroma. En este grupo de 42 
muestras, la distribución de las células inflamatorias PD-L1+ según los 
patrones de distribución decreciente definidos para el estudio fue como sigue: 
en 19 casos (45,24%) los infiltrados PD-L1+ aparecían en la interfase 
estroma/tumor>estroma peritumoral>nidos tumorales; en 12 casos (28,57%) 
el patrón de localización fue interfase estroma/tumor>estroma peritumoral 
(sin evidencia de células inflamatorias positivas acompañantes en los nidos 
neoplásicos); en 5 casos (11,91%) el patrón fue estroma peritumoral>interfase 
estroma tumor (sin evidencia de células inflamatorias positivas en los nidos 
neoplásicos); en 4 casos (9,52%) se observó localización exclusiva de las 
células inflamatorias PD-L1+ en el interior de los nidos tumorales y en 2 casos 
(4,76%) estas células eran más numerosas en la interfase estroma tumor que 
en los nidos tumorales; en éstos últimos las células tendían además a 
aparecer en zona periférica (patrón interfase estroma/tumor>intratumorales-
periferia). Dentro de este grupo de coexpresión, y de los 37 casos en los que se 
observó tinción intensa de PD-L1 en las células tumorales, en 20 (54,05%) los 
TILs PD-L1+ estaban presentes tanto en el estroma tumoral como en los nidos 
neoplásicos, en 13 casos (35,14%) aparecían en el estroma tumoral pero no en 
los nidos neoplásicos y en 4 casos (10,81%) se localizaban de forma exclusiva 
en los nidos tumorales, sin presencia asociada de células PD-L1+ en el 
estroma. En este grupo de 37 pacientes, la distribución de las células 
inflamatorias PD-L1+ según los patrones de distribución decreciente definidos 
para el estudio fue como sigue: en 18 casos (48,65%) los infiltrados PD-L1+ 
aparecían en la interfase estroma/tumor>estroma peritumoral>nidos 
tumorales; en 11 casos (29,74%) el patrón de localización fue interfase 
estroma/tumor>estroma peritumoral (sin evidencia de células inflamatorias 
positivas acompañantes en los nidos neoplásicos); en 4 casos (10,81%) se 
observó localización exclusiva de las células inflamatorias PD-L1+ en el 
interior de los nidos tumorales; en 2 casos (5,4%) el patrón fue estroma 
peritumoral>interfase estroma tumor (sin evidencia de células inflamatorias 
positivas en los nidos neoplásicos); y en otros 2 casos (5,4%) estas células 
eran más numerosas en la interfase estroma tumor que en los nidos 
tumorales; en éstos últimos las células tendían además a aparecer en zona 
periférica, es decir, se ajustaban al patrón “interfase 
estroma/tumor>intratumorales (periferia)”. De las 5 muestras con tinción 
débil para PD-L1 en las células tumorales, en 4 muestras (80%) los TILs PD-
L1+ aparecían en el estroma tumoral pero no en los nidos neoplásicos y 
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únicamente en 1 muestra (20%) estaban presentes tanto en el estroma 
tumoral como en los nidos neoplásicos; no se observaron casos en los que las 
células inflamatorias positivas se localizaran de forma exclusiva en los nidos 
tumorales, sin presencia asociada de células PD-L1+ en el estroma. La 
distribución de las células inflamatorias PD-L1+ según los patrones de 
distribución decreciente definidos para el estudio fue como sigue: en 3 
muestras (60%) los infiltrados PD-L1+ aparecían en la interfase 
estroma/tumor en mayor grado que en el estroma peritumoral, sin evidencia 
de células inflamatorias positivas acompañantes en los nidos neoplásicos 
(patrón estroma peritumoral>interfase estroma/tumor); en 1 muestra (20%) 
las células inflamatorias positivas aparecían en la interfase estroma/tumor en 
mayor cuantía que en el estroma peritumoral, también sin evidencia de 
células inflamatorias positivas acompañantes en los nidos neoplásicos (patrón 
interfase estroma/tumor>estroma peritumoral) y en 1 muestra(20%) el patrón 
de localización fue interfase estroma/tumor>estroma peritumoral>nidos 
tumorales. No se observaron muestras en los que las células inflamatorias 
positivas se localizaran de forma exclusiva en los nidos tumorales, sin 
presencia asociada de células PD-L1+ en el estroma (patrón “intratumorales”), 
ni tampoco casos con patrón interfase estroma/tumor>intratumorales-
periferia.                 
IV. Asociación de variables clínicas con la expresión inmunohistoquímica 
de PD-L1 
1. En las células tumorales 
a) Consumo de tabaco, edad, sexo y ECOG  
De los 68 pacientes fumadores (activos o ex-fumadores), 35 (51,47%) 
resultaron negativos para PD-L1 en las células tumorales y 33 casos (48,53%) 
fueron positivos; de estos últimos, en 30 (44,12% del total de pacientes 
fumadores), la tinción fue intensa y en 3 (4,41% del total de pacientes 
fumadores) se describió como débil.  
No se encontró asociación entre edad, sexo ni el ECOG con la expresión de 
PD-L1 en las células tumorales.  
b) Localización del tumor  
El análisis de localización del tumor, localización y estadio TNM se ha 
realizado sobre un total de 72 pacientes con información disponible. De los 7 
pacientes con afectación pulmonar exclusiva se observó positividad para PD-
L1 en las células tumorales en 6 casos (85,71%); en 5 de ellos  la tinción fue 
descrita como intensa y en 1 caso  como débil. El caso restante fue negativo.  
De los 27 pacientes con afectación pulmonar y de ganglios linfáticos 
mediastínicos se observó ausencia de tinción en 15 (55,56%) y positividad 
para PD-L1 en las células tumorales en 12 casos (44,44%), clasificada como 
intensa en 10 (83,33%, 37,04% del total de casos con afectación pulmonar y 
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ganglionar mediastínica) y como débil en 2 casos (16,67%, 7,41% del total de 
casos con afectación pulmonar y ganglionar mediastínica).  
Del grupo de 10 pacientes con afectación pulmonar y metástasis en un solo 
órgano a distancia, 6 (60%) fueron negativos para PD-L1 en las células 
tumorales y 4 casos (40%) fueron positivos para dicho marcadorcon una 
tinción intensa.  
De los 17 pacientes con afectación pulmonar y metástasis en dos o más 
órganos a distancia, 10 (58,82%) fueron negativos para PD-L1 en las células 
tumorales y 7 casos (41,18%) fueron positivos para dicho marcador; de éstos 
últimos, en 6 muestras (85,71%, 35,29% del total de casos con afectación 
pulmonar y metástasis en dos o más órganos a distancia) la tinción fue 
intensa y en 1 caso (14,29%, 5,88% del total de casos con afectación pulmonar 
y metástasis en dos o más órganos a distancia) se clasificó como débil.  
Del grupo de 6 pacientes con afectación pulmonar y ganglionar mediastínica y 
metástasis en un órgano a distancia, en 4 (66,67%) se observó positividad 
intensa para PD-L1 en las células tumorales,  y los 2 casos restntes (33,33%) 
fueron negativos.  
Del grupo de 5 pacientes con afectación pulmonar y ganglionar mediastínica y 
metástasis en dos o más órganos a distancia, la tinción para PD-L1 en las 
células tumorales fue negativa en 3 casos (60%) y positiva intensa en 2 (40No 
se ha encontrado asociación entre la localización del tumor y la expresión de 
PD-L1 en las células tumorales. 
c) Estadio (enfermedad localizada-EL- versus enfermedad extensa-EE-) 
De los 72 pacientes con datos relativos al estadio, en 35 (48,61%) se observó 
tinción para PD-L1 en células tumorales y en 37 (51,39%) el resultado de 
dicha tinción fue negativo. De los 35 pacientes con enfermedad localizada (EL), 
en 16 casos (45,71) no se observó expresión de PD-L1 en las células tumorales 
y 19 (54,29%,) fueron positivos Dieciseis (84.21%) de los 19 casos 
positivosmostraron tinción intensa y en 3 (15,79%, la tinción se describió 
como débil. Del grupo de 37 pacientes con enfermedad extensa (EE),  21 casos 
(56,76%, fueron PD-L1 negativo  y 16 casos (43,24) PD-L1+ (15 con tinción 
intensa y 1 débil). No se encontró asociación entre la EE/EL y la expresión de 
PD-L1. 
d) Estadio T  
No se encontró asociación entre el estadio ni la expresión de PD-L1 en las 
células tumorales. 
De los 4 pacientes con estadio Tx se observó positividad intensa para PD-L1 
en las células tumorales en 1 caso y los 3 casos restantes fueron negativos.  
De los 2 pacientes con estadio T1 se observó ausencia de tinción en 1 y 
positividad intensa para PD-L1 en en 1 caso  
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Del grupo de 17 pacientes con estadio T2, 11 (64,71%) mostraron  positividad 
intensa para PD-L1. En 6 pacientes con tumores en estadio T2 (35,29%) la 
tinción dio resultado negativo.  
De los 7 pacientes en estadio T3, en 5 (71,43%) no se observó expresión de 
PD-L1; en 2 casos (28,57%) la tinción dio resultado positivo intenso  
Del grupo de 42 pacientes en estadio T4, 22 (52,38%) fueron negativos en el 
estudio inmunohistoquímico para PD-L1 en las células tumorales, 
obteniéndose tinción positiva en 20 (47,62%). De los casos positivos, 16 
(80mostraron tinción intensa y 4 (20%,  tinción débil para dicho marcador.   
e) Estadio N 
De los 7 pacientes con estadio N0, se observó positividad intensa para PD-L1 
en 4 casos (57,14%), en 3 casos (42,86%) la tinción fue negativa.  
De los 6 pacientes con estadio N1 se observó ausencia de tinción en 5 casos 
(83,33%) y positividad intensa para PD-L1 en 1 caso (16,67%). 
Del grupo de 28 pacientes con estadio N2, 18 (64,29%) fueron positivos para 
PD-L1 15 (83,33) de ellos con expresión  intensa y en 3 casos con tinción 
débil. En 10 de los pacientes con tumores en estadio N2 (35,71%) la tinción 
dio resultado negativo.  
De los 29 pacientes en estadio N3, en 18 (62,07%) no se observó expresión de 
PD-L1; en 11 (37,93%) la tinción dio resultado positivo, clasificada como 
intensa en 10 y débil en 1 caso.  
No se encontró asociación entre el estadio N ni la expresión de PD-L1 en las 
células tumorales. 
f) Estadio M 
De los 29 pacientes sin evidencia de metástasis (M0), se observó positividad 
para PD-L1 en 16 casos (55,17%); en 14 de ellos (87,5%), la tinción fue 
descrita como intensa y en 2 casos débil (12,5%), En 13 casos del grupo M0 
(44,83%) la tinción dio resultado negativo.  
De los 43 pacientes con metástasis, se observó ausencia de tinción en 24 
(55,81%) y positividad para PD-L1 en 19 casos (44,19%); del grupo de 
pacientes positivos para PD-L1, la tinción se definió como intensa en 17 (85%, 
39,53% del total de pacientes con enfermedad metastásica) y débil en 2 casos 
(15%, 60,47% del total de pacientes con enfermedad metastásica).  
No se encontró asociación entre la presencia de metástasis ni la expresión de 






De los 48 pacientes en los que se produjo recidiva tumoral, en 28 (58,33%) la 
tinción inmunohistoquímica para PD-L1 fue negativa, y en 20 casos (41,67%) 
la tinción fue positiva mostrando una positividad intensa en 16 muestras 
(80%) y débil en 4. De los 21 pacientes en los que no se evidenció recidiva o 
ésta fue clasificada como progresión, en 13 (61,9%) la tinción 
inmunohistoquímica para PD-L1 en las células tumorales dio resultado 
positivo, descrita en todos ellos (100%) como intensa, y en 8 casos (38,1%) la 
tinción fue negativa.  
La ausencia de expresión de PD-L1 en las células tumorales, aunque sin 
alcanzar significación estadística (p= 0.057), muestra una tendencia a la 
asociación con la recidiva tumoral.  
h) Localización de la recidiva 
El análisis se realizó sobre un total de 42 pacientes con información relativa a 
los órganos en los que se produjo recidiva (evidencia clínico-radiológica).  
De los 6 pacientes con recidiva limitada al pulmón se observó positividad 
intensa para PD-L1 en 5 casos (83,33%); En 1 caso (16,67%) la tinción dio 
resultado negativo.  
De los 5 pacientes con recidiva pulmonar y en ganglios linfáticos 
mediastínicos se observó ausencia de tinción en 4 (80%) y positividad para 
PD-L1 en las células tumorales en 1 caso (20%), clasificada como intensa.  
Del grupo de 6 pacientes con recidiva pulmonar y metástasica en un solo 
órgano a distancia (sin afectación ganglionar mediastínica), 5 (83,33%) fueron 
positivos para PD-L1 en las células tumorales; de éstos, en 3 casos (60%,) se 
observó tinción intensa y en 2 casos (40%,  la tinción se describió como débil. 
En 1 caso de este grupo (16,67%) no se observó expresión 
inmunohistoquímica de PD-L1 en las células tumorales.  
De los 3 pacientes con recidiva pulmonar y metástasica en dos o más órganos 
a distancia (sin afectación ganglionar mediastínica), 2 (66,67%) fueron 
negativos para PD-L1 en las células tumorales y 1 caso (33,33%) fue positivo 
intenso.  
Del grupo de 4 pacientes con recidiva en pulmón, ganglios linfáticos 
mediastínicos y un órgano a distancia, en 3 (75%) no se observó expresión de 
PD-L1 y en 1 caso (25%) la tinción dio resultado positivo, clasificándose como 
intensa.  
En el único paciente en el que se observó recidiva en pulmón, ganglios 
linfáticos mediastínicos y dos o más órganos a distancia, la tinción para PD-L1 
fue negativa.  
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Del grupo de 13 pacientes en los que la recidiva se presentó como enfermedad 
metastásica en un único órgano a distancia (distinto a los ganglios linfáticos), 
9 casos (69,23%) resultarón negativos y 4 fueron positivos; de éstos, en 3 
(75%,) la tinción fue intensa y en 1 caso (25%,) se clasificó como débil.  
Del grupo de 4 pacientes en los que la recidiva se presentó como enfermedad 
metastásica en dos o más órganos a distancia (distintos a los ganglios 
linfáticos), en 3 (75%) no se observó positividad para PD-L1 en las células 
tumorales, y en 1 caso (25%) se observó expresión inmunohistoquímica débil 
de PD-L1. 
i) Estado del paciente en el último seguimiento 
De los 54 pacientes fallecidos por la enfermedad, en 31 casos (57,41%) la 
tinción inmunohistoquímica para PD-L1 en las células tumorales dio resultado 
negativo, y en 23 (42,59%) la tinción fue positiva,  20 de ellos con  tinción 
intensa (86,96%,), y los 3 restantes débil (13,34%,).  
De los 8 pacientes vivos en el último seguimiento pero con enfermedad activa, 
encontramos  6 casos (75%) con tinción inmunohistoquímica positiva para 
PD-L1, descrita como intensa en 5 (83,33%,) y débil en 1 (16,67%,); en 2 casos 
(25%) la tinción fue negativa.  
Respecto a los 5 pacientes vivos en el último seguimiento y sin evidencia de 
enfermedad activa, en 3 de ellos (60%) la tinción inmunohistoquímica para 
PD-L1 dio resultado positivo intenso y en 2 casos (40%) la tinción fue negativa.  
2. En los infiltrados inflamatorios asociados al tumor (TILs) 
a) Consumo de tabaco, edad, sexo y ECOG 
De los 68 pacientes fumadores (activos o ex-fumadores), en 42 (61,76%) la 
tinción inmunohistoquímica para PD-L1 en los TILs dio resultado positivo; de 
éstos, en 40 (95,24%,), la tinción fue intensa y en 2 (4,76%) se describió como 
débil.  
No se encontró asociación entre la edad, el sexo ni el ECOG con la expresión 
de PD-L1 en los TILs.  
b) Localización del tumor  
El análisis de localización del tumor, localización y estadio TNM se ha 
realizado sobre un total de 72 pacientes con información disponible sobre los 
órganos afectados por la neoplasia (evidencia clínico-radiológica).  
De los 7 pacientes con afectación pulmonar exclusiva se observó positividad 
intensa para PD-L1 en 5 casos (71,43%),y en 2 casos (28,57%) la tinción fue 
negativa.  
De los 27 pacientes con afectación pulmonar y de ganglios linfáticos 
mediastínicos se observó positividad para PD-L1 en los TILs en 17 casos 
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(62,96%), clasificada como intensa en 15 (88,24%,) y como débil en 2 casos 
(11,76). Diez de los casos (37.04%) resultaron negativos.  
Del grupo de 10 pacientes con afectación pulmonar y metástasis en un solo 
órgano a distancia, 5 (50%) fueron negativos para PD-L1 en los TILs y 5 casos 
(50%) fueron positivos para dicho marcador; de éstos, en todos ellos la tinción 
fue intensa.  
En el grupo de pacientes con afectación pulmonar y metástasis en dos o más 
órganos a distancia, 11 (64,71%) fueron positivos para PD-L1 en los TILs, 
todos ellos (100%) con tinción intensa; en 6 casos (35,29%) no se observó 
expresión inmunohistoquímica de dicho marcador.  
Respecto al grupo de 6 pacientes con afectación pulmonar y ganglionar 
mediastínica y metástasis en un órgano a distancia, en 4 (66,67%) se observó 
positividad intensa para PD-L1 y los 2 casos restantes (33,33%) fueron 
negativos.  
Del grupo de 5 pacientes con afectación pulmonar y ganglionar mediastínica y 
metástasis en dos o más órganos a distancia, la tinción para PD-L1 en fue 
negativa en 3 muestras (60%) y positiva intensa en 2 de ellas (40%).  
No se encontró asociación entre la localización del tumor y la expresión de PD-
L1 en los TILs. 
c) Estadio (enfermedad localizada-EL-versus enfermedad extensa-EE-) 
44 de los 72 pacientes (61.11%) con datos relativos al estadio, mostraron 
positividad para PD-L1 en en los TILs y 28 casos (38,89%) fueron negativos. 
De los 44 casos positivos, la tinción fue intensa en 42 (95,45%) y débil en 2 
(4,55%).  
Dentro del grupo de 35 pacientes con EL en 23 casos (65,71%,) se observó 
expresión de PD-L1 en los TILs; de éstos, la tinción fue intensa en 21 (86,96) y 
débil en 3 casos (13,04%,). En este mismo grupo, 12 casos (34,29%,) fueron 
negativos.  
En el grupo de 37 pacientes con EE, en 21 casos (56,76%) se observó 
expresión intensa de PD-L1 en los TILs y en 16 casos (43,24%) la tinción fue 
negativa.  
No se encontró asociación entre la enfermedad localizada/avanzada y la 
expresión de PD-L1 en los TILs. 
d) Estadio T  
De los 4 pacientes con estadio Tx solo 1 caso (25%) mostró positividad intensa 
para PD-L1 y 3 casos (75%) fueron negativos.  
De los 2 pacientes con estadio T1 se observó positividad intensa para PD-L1 
en 1 caso (50%) y ausencia de tinción en el caso restante (50%).  
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Dentro del grupo de 17 pacientes con estadio T2, en 14 (82,35 %) se observó 
expresión inmunohistoquímica intensa para PD-L1 en los TILs En 3 pacientes 
con tumor en estadio T2 (17,65%) la técnica dio resultado negativo.  
De los 7 pacientes en estadio T3, en 4 de ellos (57,14 %) no se observó 
expresión de PD-L1 en los TILs; en 3 casos (42,86%) la tinción dio resultado 
positivo intensoDel grupo de 42 pacientes en estadio T4, en 25 (59,52%) se 
observó expresión del marcador citado en los TILs; de éstos, en 23 (92%,) la 
tinción fue intensa, y en 2 (8%,) se clasificó como débil.  
No se encontró asociación entre el estadio T y la expresión de PD-L1 en los 
TILs. 
e) Estadio N 
De los 7 pacientes con estadio N0, se observó positividad intensa para PD-L1 
en los TILs en 4 casos (57,14%),  y en 3 casos (42,86%) la tinción dio resultado 
negativo.  
De los 6 pacientes con estadio N1 se observó expresión intensa de dicho 
marcador en los TILs en 4 casos (66,67%), y en 2 casos (33,33%) no se observó 
expresión inmunohistoquímica de PD-L1.  
Del grupo de 28 pacientes con estadio N2, 22 (78,47%) fueron positivos para 
PD-L1 en los TILs; en 20 (90,91%,) la tinción se describió como intensa y en 2 
de ellos (9,09%,) se definió como débil. En 6 de los pacientes con tumores en 
estadio N2 (21,43%) la tinción dio resultado negativo. De los 29 pacientes en 
estadio N3, en 16 (55,17%) no se observó expresión de PD-L1 en los TILs; en 
13 (44,83%) se encontró una tinción positiva intensa.  
No se encontró asociación entre el estadio N y la expresión de PD-L1 en los 
TILs. 
f) Estadio M 
De los 29 pacientes sin evidencia de metástasis (M0), se observó positividad 
para PD-L1 en los TILs en 19 casos (65,52%); en 17 de ellos (89,47%,) la 
tinción fue descrita como intensa y 2 casos (10,53) mostraron una tinción 
débil. En 10 casos del grupo M0 (34,48%) no se observó expresión 
inmunohistoquímica de PD-L1 en los TILs. De los 43 pacientes con metástasis, 
se observó positividad intensa para PD-L1 en los TILs en 25 casos (58,14%),  y 
negatividad en 18 casos (41,86%).  
No se encontró asociación entre la enfermedad metastásica y la expresión de 
PD-L1 en los TILs. 
g) Recidiva 
De los 48 pacientes en los que se produjo recidiva tumoral, en 29 (60,42%) la 
tinción inmunohistoquímica para PD-L1 en los TILs dio resultado positivo, y 
en 19 casos (39,58%) el resultado fue negativo. De los casos positivos para PD-
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L1, en 27 (93,1%,), la tinción fue descrita como intensa, y en 2 casos (6,9%,) 
era una expresión débil.  
De los 21 pacientes en los que no se evidenció recidiva o ésta fue clasificada 
como progresión, en 13 (61,9%) la tinción inmunohistoquímica para PD-L1 en 
los TILs dio resultado positivo intenso, , y en 8 casos (38,1%) la tinción fue 
negativa.  
No se encontró asociación entre la recidiva tumoral y la expresión de PD-L1 en 
los TILs. 
h) Localización de la recidiva 
El análisis se realizó sobre un total de 42 pacientes con información relativa a 
los órganos en los que se produjo recidiva (evidencia clínico-radiológica).  
Se observó expresión intensa de PD-L1 en los TILs en los 6 pacientes con 
recidiva limitada al pulmón (100%). De los 5 pacientes con recidiva pulmonar 
y en ganglios linfáticos mediastínicos,  3 de ellos (60%) fueron PD-L1 positivo 
intenso y en 2 casos (40%) la tinción dio resultado negativo.  
Del grupo de 6 pacientes con recidiva pulmonar y metástasica en un solo 
órgano a distancia (sin afectación ganglionar mediastínica), 5 (83,33%) fueron 
positivos para PD-L1 en los TILs; de éstos, en 3 casos (60%,) se observó 
tinción intensa y en 2 casos (40%,)  tinción débil. El caso restante (16,67%) 
fue negativo para PD-L1. De los 3 pacientes con recidiva pulmonar y 
metástasica en dos o más órganos a distancia (sin afectación ganglionar 
mediastínica), 2 (66,67%) fueron negativos para PD-L1 y 1 caso (33,33%) fue 
positivo intenso. Del grupo de 4 pacientes con recidiva en pulmón, ganglios 
linfáticos mediastínicos y un órgano a distancia, en 2 (50%) se observó 
expresión intensa para de PD-L1 en los TILs; en 2 casos (50%) la tinción dio 
resultado negativo.  
En el único paciente en el que se observó recidiva en pulmón, ganglios 
linfáticos mediastínicos y dos o más órganos a distancia, la tinción para PD-L1 
en los TILs fue negativo.  
Del grupo de 13 pacientes en los que la recidiva se presentó como enfermedad 
metastásica en un único órgano a distancia (distinto a los ganglios linfáticos), 
en 7 (53,85%) se observó expresión intensa de PD-L1 en los TILs, mientras que 
en 8 casos (46,15%) el estudio inmunohistoquímico fue negativo.  
Del grupo de 4 pacientes en los que la recidiva se presentó como enfermedad 
metastásica en dos o más órganos a distancia (distintos a los ganglios 
linfáticos), en 1 caso (25%) se observó expresión débil de PD-L1 en los TILs, y 
en 3 casos (75%) la tinción fue negativa.  
No se encontró asociación entre la localización de la recidiva tumoral y la 




i) Estado del paciente en el último seguimiento 
De los 54 pacientes fallecidos por la enfermedad, 32 de ellos (59,43%) 
mostraron expresión de PD-L1 en los TILs, y en 22 casos (40,74%) la tinción 
resultó ser negativa. De los casos positivos, en 31 la tinción se describió como 
intensa (96,88%), y 1 caso fue débil (3,12%). De los 8 pacientes vivos en el 
último seguimiento pero con enfermedad activa, 6 (75%) fueron positivos, 5 
(83,33%) de ellos de manera intensa y 1 débil (16,67%); en 2 casos (25%) la 
tinción fue negativa. De los 5 pacientes vivos en el último seguimiento y sin 
evidencia de enfermedad activa, en 3 (60%) no se observó expresión 
inmunohistoquímica de PD-L1 en los TILs; en 2 casos (40%) la tinción fue 
positiva, intensa.  
No se encontró asociación entre el estado del paciente en el último 
seguimiento y la expresión de PD-L1 en los TILs. 
 
V. Análisis de la tinción inmunohistoquímica de PD-L1 en “células 
aisladas” en el tumor y en los TILs 
Con el objeto de valorar la significación del porcentaje de positividad <1% a la 
hora de evaluar la expresión de PD-L1 en el CPCP, los porcentajes <1% se 
consideraron como “positivos en células aisladas”, tanto en los nidos 
tumorales, “células tumorales PD-L1+ aisladas” como en los TILs asociados al 
tumor, “TILs PD-L1+ aislados”. 
1. Análisis de la tinción de PD-L1 en “células aisladas” en el tumor 
Del total de 90 muestras analizadas, en 17 (18,89%) las células tumorales 
mostraron positividad para PD-L1 en porcentajes inferiores al 1%, y fueron por 
tanto incluidos en la categoría denominada “células tumorales PD-L1+ 
aisladas”. Este grupo suponía el 38,64% de los 44 casos en los que se observó 
tinción inmunohistoquímica para PD-L1 en las células neoplásicas. La tinción 
de estos casos fue descrita como intensa en 13 (76,47%) y débil en 4 (23,53%). 
En las “células tumorales PD-L1+ aisladas”, la localización intracelular de la 
tinción PD-L1 o patrón de tinción PD-L1. 
En las “células tumorales PD-L1+ aisladas”, la localización intracelular de la 
tinción PD-L1 o patrón de tinción PD- predominaba en el citoplasma sobre la 
membrana en 12 muestras (70,59%) y mostraba similar intensidad en ambos 
en 5 (29,41%).  
En cuanto a su distribución en los nidos tumorales, en 12 muestras (70,59%) 
éstas aparecían tanto en la periferia como en el centro de los agregados y en 5 
(29,41%) únicamente en la periferia de los mismos. De las 12 muestras con 
presencia de “células tumorales PD-L1+ aisladas” en ambas localizaciones, en 
11 (91,67%, 64,71% del total de casos con células tumorales aisladas PD-L1 
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positivas) se observó que estas aparecían en mayor medida en la zona 
periférica que en las áreas centrales, mientras que en 1 muestra (8,33%,) su 
distribución era similar. 
2. Análisis de la tinción de PD-L1 en “células aisladas” en los TILs 
Del total de 90 muestras analizados, en 11 (12,22%) los infiltrados 
inflamatorios asociados al tumor mostraron positividad para PD-L1 en 
porcentajes inferiores al 1%, y fueron por tanto incluidos en la categoría 
denominada “TILs PD-L1+ aislados”. Este grupo suponía el 24,57% de las 53 
muestras en los que se observó tinción inmunohistoquímica para PD-L1 en los 
TILs y la tinción de estos casos fue descrita como intensa en 9 (81,82%) y débil 
en 2 (18,18%). 
En los “TILs PD-L1+ aislados”, la localización intracelular de la tinción PD-L1 
o patrón de tinción PD-L1 predominaba en el citoplasma sobre la membrana 
en 3 muestras (27,27%), en la membrana sobre el citoplasma en 3 muestras 
(27,27%) y mostraba similar intensidad en la membrana y en el citoplasma en 
5 muestras (45,45%).  
Los “TILs PD-L1+ aislados” estaban presentes en el estroma (incluyendo en 
este concepto tanto el localizado entre unos nidos tumorales y otros, es decir, 
el denominado “estroma peritumoral” como el situado inmediatamente 
adyacente a los nidos neoplásicos, esto es, la localización denominada en este 
estudio “interfase estroma/tumor”) y en los nidos neoplásicos 
simultáneamente en 2 muestras (18,18%), en el estroma de forma exclusiva en 
6 muestras (54,55%) y únicamente en el interior de los nidos neoplásicos en 3 
muestras (27,27%). En las 2 muestras en las que se observó presencia 
simultánea de “TILs PD-L1+ aislados” en el estroma y en el interior de los 
nidos neoplásicos éstos tendían a localizarse en mayor medida en el estroma 
inmediatamente adyacente a los nidos tumorales (denominado en este estudio 
“interfase estroma/tumor”) que en el situado a cierta distancia entre unos 
agregados y otros (el denominado “estroma peritumoral”), y en ambos en 
mayor medida que en interior de los nidos neoplásicos (es decir, se ajustaba al 
patrón decreciente definido como “interfase estroma/tumor>estroma 
peritumoral>intratumorales”). En este grupo, los “TILs PD-L1+ aislados” se 
situaron dentro de los nidos neoplásicos de forma similar en la zona central y 
en la periférica, sin mostrar preferencia por ninguna de ellas. De las 6 
muestras de localización exclusiva en el estroma, en 3 (50%) los “TILs PD-L1+ 
aislados” se localizaban en mayor número en la interfase estroma/tumor que 
en el estroma peritumoral situado entre los nidos neoplásicos (es decir, se 
clasificaron en el patrón decreciente definido como “interfase 
estroma/tumor>estroma peritumoral) y en 3 muestras (50%) esta distribución 
se invertía, siendo más numerosas en el estroma peritumoral que en la 
interfase estroma/tumor (es decir, se incluían en el patrón decreciente 
definido como “estroma peritumoral>interfase estroma/tumor”). En las 3 
muestras con “TILs PD-L1+ aislados” de  localización exclusiva en los 
agregados neoplásicos (sin células PD-L1+ acompañantes en el estroma), éstas 
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aparecían en número similar en el centro y en la periferia de los nidos 
tumorales, siendo incluidos en la categoría de localización definida como 
“intratumorales”. En ninguna de las 11 muestras con “TILs PD-L1+ aislados” 
se observó coexistencia de células positivas en el estroma y en el tumor con 
arreglo a la categoría de localización definida por el patrón decreciente 
“interfase estroma/tumor>intratumorales (periferia)”. 
Con respecto  al tipo de células inflamatorias en los “TILs PD-L1+ aislados”, en 
5 muestras (45,45%) predominaban los linfocitos sobre los macrófagos, en 3 
(27,27%) los macrófagos eran más numerosos que los linfocitos y en 3 
muestras (27,27%) ambos tipos celulares estaban presentes en proporciones 
similares. 
El porcentaje de linfocitos T CD8+ presentes en los infiltrados inflamatorios 
asociados al tumor localizados en el estroma era ≤29% en el 25% de los casos, 
≤34% en un 50% de los casos y ≤39% en el 75% de los casos. El porcentaje de 
linfocitos T CD8+ presentes en los TILs localizados en el interior de los nidos 
neoplásicos era ≤3% en el 25% de los casos, ≤11% en un 50% de los casos y 
≤25% en el 75% de los casos. 
3. Asociación de la tinción de PD-L1 en “células aisladas” entre el tumor y los 
TILs 
De las 11 muestras en las que se observaron “TILs PD-L1+ aislados”, 2 
(18,18%) fueron negativas para dicho marcador en las células tumorales y en 
9 muestras (81,82%) se observó expresión inmunohistoquímica de PD-L1 en 
las células neoplásicas. De las 9 muestras con células tumorales PD-L1+, en 2 
(22,22%,) la tinción se describió como débil y en 7 casos (77,78%) como 
intensa.  
En relación al patrón de tinción intracelular de las células neoplásicas, de las 
9 muestras con células tumorales PD-L1+ y TILs PD-L1+ aislados en 5 de ellas 
(55,56%) ésta fue de similar intensidad en la membrana y en el citoplasma y 
en 4 (44,44%) se observó predominio de la tinción citoplasmática sobre la 
membranosa.  
En cuanto a la localización de las células tumorales PD-L1+ en los nidos 
neoplásicos en estas  9 muestras, en 4 (44,45%) éstas tendían a ser más 
numerosas en la periferia que en el centro de los agregados; en 3 muestras 
(33,33%) se observaban únicamente en la periferia de éstos y en 2 muestras 







4. Asociación de variables clínicas con la expresión inmunohistoquímica de 
PD-L1 en “células aisladas”  
4.1. En las células tumorales 
No se ha encontrado asociación estadísticamente significativa entre la 
expresión de PD-L1 en “células aisladas” en el tumor con ninguna de las 
variables clínicas incluidas en el estudio. 
4.2. En los TILs 
Al igual que en el apartado anterior, no se ha demostrado asociación con 
significación estadística entre la expresión de PD-L1 en “células aisladas” en 
los TILs con ninguna de las variables clínicas incluidas en el estudio. 
 
VI. Estudio de grupos de expresión inmunohistoquímica combinada de 
PD-L1 en las células tumorales y en los TILs 
1. Definición de los grupos 
De las 90 muestras evaluadas, en 35 (38,89%) no se observó expresión 
inmunohistoquímica de PD-L1 en las células tumorales ni en los TILs (grupo 
T-/I-). En 2 muestras (2,22%) se observó expresión de PD-L1 en las células 
tumorales pero no en las inflamatorias (grupo T+/I-). En 11 muestras (12,22% 
del total) no se identificaron células tumorales PD-L1+ pero sí se observó 
positividad para dicho marcador en los TILs (grupo T-/I+). En 42 casos 
(46,67%) tanto las células tumorales como los TILs dieron resultado positivo 
en el estudio inmunohistoquímico de PD-L1 (grupo T+/I+). 
2. Asociación de los grupos de expresión combinada de PD-L1 con variables 
clínicas 
a) Consumo de tabaco, edad, sexo y ECOG 
En los 68 pacientes fumadores activos o exfumadores, la distribución en 
grupos fue como sigue: 25 pacientes (36,76%) se incluían en el grupo T-/I-; 1 
paciente (1,47%) pertenecía al grupo T+/I-; 10 pacientes (14,71%) 
correspondían al grupo T-/I+ y 32 pacientes (47,06%) al grupo T+/I+. 
No se encontró asociación entre edad, sexo y ECOG con los grupos obtenidos 
por combinación T/I.  
b) Localización del tumor 
De los 7 pacientes con afectación pulmonar exclusiva, 1 (14,29%) pertenecía al 
grupo T-/I-; 1 paciente (14,29%) al grupo T+/I- y 5 pacientes (71,43%) al 
grupo T+/I+. En este grupo no se encontraron pacientes pertenecientes al 
grupo T-/I+.  
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De los 27 pacientes con afectación pulmonar y de ganglios linfáticos 
mediastínicos, 10 (37,04%) pertenecían al grupo T-/I-; 5 pacientes (18,52%) al 
grupo T-/I+ y 12 pacientes (44,44%) al grupo T+/I+. En este grupo no se 
encontraron pacientes pertenecientes al grupo T+/I-.  
Del grupo de 10 pacientes con afectación pulmonar y metástasis en un solo 
órgano a distancia, 5 (50%) pertenecían al grupo T-/I-; 1 paciente (10%) al 
grupo T-/I+ y 4 pacientes (50%) al grupo T+/I+. En este grupo no se 
encontraron pacientes pertenecientes al grupo T+/I-.  
De los 17 pacientes con afectación pulmonar y metástasis en dos o más 
órganos a distancia, 6 (35,29%) correspondían al grupo T-/I-; 4 pacientes 
(23,53%) al grupo T-/I+ y 7 pacientes (41,18%) al grupo T+/I+. En este grupo 
tampoco se encontraron pacientes pertenecientes al grupo T+/I-.  
De los 6 pacientes con afectación pulmonar y ganglionar mediastínica y 
metástasis en un órgano a distancia, 2 (33,33%) correspondían al grupo T-/I- 
y 4 pacientes (66,67%) al grupo T+/I+; no se identificaron pacientes que 
correspondieran al grupo T+/I- ni al grupo T-/I+.  
De los 5 pacientes con afectación pulmonar y ganglionar mediastínica y 
metástasis en dos o más órganos a distancia, 3 (60%) correspondían al grupo 
T-/I- y 2 pacientes (40%) al grupo T+/I+. En este grupo tampoco se 
identificaron pacientes que correspondieran al grupo T+/I- ni al grupo T-/I+.  
No se encontró una asociación entre los grupos obtenidos por combinación T/I  
y la localización del tumor 
c) Estadio (enfermedad localizada-EL-versus enfermedad extensa-EE-) 
De los 35 pacientes con enfermedad localizada (EL), 11 (31,43%) se incluían 
en el grupo T-/I-; 1 paciente (2,86%) pertenecía al grupo T+/I-; 5 pacientes 
(14,29%) correspondían al grupo T-/I+ y 18 pacientes (51,43%) al grupo T+/I+.  
En el grupo de 37 pacientes con enfermedad extensa (EE), 16 (43,24%) 
pertenecían al grupo T-/I-; 5 pacientes (13,51%) correspondían al grupo T-/I+ 
y 16 pacientes (43,24%) al grupo T+/I+. En los casos con enfermedad extensa 
no se identificaron pacientes correspondientes al grupo T+/I-. No se encontró 
una asociación entre los grupos obtenidos por combinación T/I  y el estadio 
EE/EL. 
d) Estadio T 
De los 4 pacientes con estadio Tx, 3 (75%) pertenecían al grupo T-/I y 1 
paciente (25%) al grupo T+/I+; en estos pacientes no se identificaron casos 
correspondientes al grupo T+/I- ni al grupo T-/I+.  
De los 2 pacientes con estadio T1, 1 (50%) pertenecía al grupo T-/I- y el 
segundo paciente (50%) al grupo T+/I+; ningún caso fue clasificado en el 
grupo T+/I- ni en el grupo T-/I+.  
112 
 
De los 17 pacientes con estadio T2, 3 (17,65%) se incluían en el grupo T-/I-; 3 
pacientes (17,65%) correspondían al grupo T-/I+ y 11 pacientes (64,71%) al 
grupo T+/I+. Entre ellos no se identificaron casos clasificables en el grupo 
T+/I-.  
De los 7 pacientes en estadio T3, 4 (57,14%) se incluían en el grupo T-/I-; 1 
paciente (14,29%) correspondía al grupo T-/I+ y 2 pacientes (28,57%) al grupo 
T+/I+. En estos pacientes tampoco se identificaron casos clasificables en el 
grupo T+/I-.  
Del grupo de 42 pacientes en estadio T4, 16 (38,10%) se incluían en el grupo 
T-/I-; 1 paciente (2,38%) pertenecía al grupo T+/I-; 6 pacientes (14,29%) 
correspondían al grupo T-/I+ y 19 pacientes (45,24%) al grupo T+/I+.  
No se encontró una asociación entre los grupos obtenidos por combinación T/I  
y el estadio T. 
e) Estadio N 
De los 7 pacientes con estadio N0, 2 (28,57%) se incluían en el grupo T-/I-; 1 
paciente (14,29%) pertenecía al grupo T+/I-; 1 paciente (14,29%) correspondía 
al grupo T-/I+ y 3 pacientes (42,86%) al grupo T+/I+.  
De los 6 pacientes con estadio N1, 2 (33,33%) se incluían en el grupo T-/I-; 3 
pacientes (50%) correspondían al grupo T-/I+ y 1 paciente (16,67%) al grupo 
T+/I+. Entre ellos no se identificaron casos clasificables en el grupo T+/I-.  
Del grupo de 28 pacientes con estadio N2, 6 (21,43%) se incluían en el grupo 
T-/I-; 4 pacientes (14,29%) en el grupo T-/I+ y 18 pacientes (64,29%) al grupo 
T+/I+. Entre ellos tampoco se observaron casos pertenecientes al grupo T+/I-.  
De los 29 pacientes en estadio N3, 16 (55,17%) pertenecían al grupo T-/I-; 2 
pacientes (6,9%) al grupo T-/I+ y 11 pacientes (37,93%) al grupo T+/I+; 
tampoco se identificaron entre ellos casos clasificables en el grupo T+/I-.  
Estadio N T-/I- T+/I- T-/I+ T+/I+  
N0 2 1 1 3 7 
N1 2 0 3 1 6 
N2 6 0 4 18 28 
N3 16 0 2 11 29 
 26 1 10 33 70 
                   Pearson chi2 =  23.5038, p= 0.005 
Se ha encontrado una asociación estadísticamente significativa entre los 






f) Estadio M 
De los 29 pacientes sin evidencia de metástasis (M0), 9 (31,03%) se incluían 
en el grupo T-/I-; 1 paciente (3,45%) pertenecía al grupo T+/I-; 4 pacientes 
(13,79%) correspondía al grupo T-/I+ y 15 pacientes (51,72%) al grupo T+/I+.  
De los 43 pacientes con metástasis, 18 (41,86% del total de casos con 
enfermedad metastásica) se incluían en el grupo T-/I-; 6 pacientes (13,95%) 
correspondía al grupo T-/I+ y 19 pacientes (44,19%) al grupo T+/I+. Entre 
ellos no se identificaron casos clasificables en el grupo T+/I-.  
No se encontró una asociación entre los grupos obtenidos por combinación T/I  
y la enfermedad metastásica. 
g) Recidiva 
De los 48 pacientes en los que se produjo recidiva tumoral, 19 (39,58%) se 
incluían en el grupo T-/I-; 9 pacientes (18,75%) correspondía al grupo T-/I+ y 
20 pacientes (41,67%) al grupo T+/I+. Entre los casos con recidiva tumoral 
documentada no se identificaron pacientes clasificables en el grupo T+/I-.  
De los 21 pacientes en los que no se evidenció recidiva o ésta fue clasificada 
como progresión, 7 (33,33%) pertenecían al grupo T-/I-; 1 paciente (4,76%) al 
grupo T+/I-; 1 pacientes (4,76%) se incluía en el grupo T-/I+ y 12 pacientes 
(57,14%) en el grupo T+/I+.  
No se encontró una asociación entre los grupos obtenidos por combinación T/I  
y la recidiva tumoral. 
h) Localización de la recidiva 
El análisis se realizó sobre un total de 42 pacientes con información relativa a 
los órganos en los que se produjo recidiva (evidencia clínico-radiológica). De 
los 6 pacientes con recidiva limitada al pulmón, 1 caso (16,67%) se clasificó en 
el grupo el grupo T-/I+ y 5 pacientes (83,33%) correspondían al grupo T+/I+; 
entre estos pacientes no se identificaron casos pertenecientes al grupo T-/I+.  
De los 5 pacientes con recidiva pulmonar y en ganglios linfáticos 
mediastínicos, 2 (40%) se incluían en el grupo T-/I-; 2 pacientes (40%) 
pertenecían al grupo T-/I+ y 1 paciente (20%) al grupo T+/I+.  
Del grupo de 6 pacientes con recidiva pulmonar y metástasica en un solo 
órgano a distancia (sin afectación ganglionar mediastínica), 1 caso (16,67%) se 
clasificó en el grupo T-/I- y 5 pacientes (83,33%) correspondían al grupo 
T+/I+; entre estos pacientes tampoco se identificaron casos pertenecientes al 
grupo T-/I+.  
De los 3 pacientes con recidiva pulmonar y metástasica en dos o más órganos 
a distancia (sin afectación ganglionar mediastínica), 2 (66,67%) se clasificaron 
en el grupo T-/I- y 1 paciente (33,33%) en el grupo T+/I+. Al igual que en el 
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conjunto previo de pacientes, entre ellos no se observaron casos 
pertenecientes al grupo T-/I+.  
Del grupo de 4 pacientes con recidiva en pulmón, ganglios linfáticos 
mediastínicos y un órgano a distancia, 2 (50%) se incluían en el grupo T-/I-; 1 
paciente (25%) se clasificó en el grupo T-/I+ y 1 paciente (25%) en el grupo 
T+/I+.  
El único paciente en el que se observó recidiva en pulmón, ganglios linfáticos 
mediastínicos y dos o más órganos a distancia pertenecía al grupo T-/I-.  
Del grupo de 13 pacientes en los que la recidiva se presentó como enfermedad 
metastásica en un único órgano a distancia (distinto a los ganglios linfáticos), 
6 (46,15%) se clasificaron en el grupo T-/I-; 3 pacientes (23,08%) en el grupo 
T-/I+ y 4 pacientes (30,77%) en el grupo T+/I+.  
Del grupo de 4 pacientes en los que la recidiva se presentó como enfermedad 
metastásica en dos o más órganos a distancia (distintos a los ganglios 
linfáticos), 3 (75%) se incluían en el grupo T-/I- y 1 paciente (25%) pertenecía 
al grupo T+/I+; entre ellos no se observaron casos pertenecientes al grupo T-
/I+.   
No se encontró una asociación entre los grupos obtenidos por combinación T/I 
y la localización de la recidiva tumoral. 
i) Estado del paciente en el último seguimiento 
De los 54 pacientes fallecidos por la enfermedad, 22 (40,74%) pertenecían al 
grupo T-/I-; 9 pacientes (16,67%) correspondían al grupo T-/I+ y 23 pacientes 
(42,59%) se clasificaron en el grupo T+/I+. Entre los pacientes fallecidos no se 
encontraron casos pertenecientes al grupo T+/I-.  
De los 8 pacientes vivos en el último seguimiento pero con enfermedad activa, 
2 (25%) se incluían en el grupo T-/I- y 6 pacientes (75%) al grupo T+/I+; no se 
observaron casos clasificables en el grupo T-/I+ ni en el grupo T+/I-.  
De los 5 pacientes vivos en el último seguimiento y sin evidencia de 
enfermedad activa, 2 (40%) pertenecían al grupo T-/I-; 1 paciente (20%) al 
grupo T+/I- y 2 pacientes (40%) en el grupo T+/I+. Entre los pacientes vivos 
sin evidencia de enfermedad no se identificaron casos pertenecientes al grupo 
T-/I+.  
Estado en el último 
seguimiento  
T-/I- T+/I- T-/I+ T+/I+  
Muerte por enfermedad 22 0 9 23 54 
Vivo con enfermedad 2 0 0 6 8 
Vivo sin enfermedad 2 1 0 2 5 
 26 1 9 31 67 
       Pearson chi2 =  16.6410, p= 0.011 
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Se ha encontrado una asociación estadísticamente significativa entre los 
grupos obtenidos por combinación T/I  y el estado del paciente en la última 
consulta.  
3. Análisis de la supervivencia global y del intervalo libre de enfermedad según 
grupos de expresión combinada de PD-L1 en las células tumorales y en los 
TILs 
El análisis se realizó sobre los grupos de expresión combinada de PD-L1  
definidos previamente: T-/I-, T+/I-, T-/I+ y T+/I+. 
3.1 Supervivencia global 
De los 35 casos incluidos en el grupo T-/I- (38,89% del total) la supervivencia 
a los 12 meses fue del 50%, (IC 95%  29,91-67,16%p=0,95) y a los 24 meses 
del 26,92%, con un intervalo de confianza del  (IC 95% 11,93-44,49%, p=0,95). 
De los 2 casos pertenecientes grupo T+/I- únicamente en uno de ellos se 
dispuso de datos relativos a la supervivencia; este caso se encontraba vivo en 
el momento del último seguimiento. De los 11 casos incluidos en el grupo T-
/I+ (12,22% del total) la supervivencia a los 12 meses fue del 50% (IC 95% 
18,36-75,32%p=0,95) y a los 24 meses del 10%, (IC 95% 0,57-35,81%p=0,95). 
De los 42 casos pertenecientes al grupo T+/I+ (46,67% del total) la 
supervivencia a los 12 meses fue del 43,62%, (IC 95%  26,15-59,87%p=0,95) y 
a los 24 meses del 36,43%, (IC 95% 19,98-53,09%p=0,95). Los resultados 
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El análisis se realizó además sobre el total de casos con células tumorales PD-
L1+ (que englobaría los grupos T+/I- y T+/I+) frente a los casos sin expresión 
de PD-L1 en las células tumorales (que incluirían los pertenecientes a los 
grupos T-/I- y T-/I+). La supervivencia global a los 12 meses del grupo con 
células tumorales PD-L1+ fue del 45,37%, (IC 95% 27,92-61,96%, p=0,95) y a 
los 24 meses del 38,47%, (IC 95% 21,90-54,83%, p=0,95). La supervivencia a 
los 12 meses del grupo con células tumorales PD-L1- fue del 44,44%, (IC 95% 
28,02-59,64%p=0,95) y a los 24 meses del 21,88%, (IC 95% 10,12-36,48%, 




Este mismo análisis se realizó sobre el total de casos con células PD-L1+ en 
los infiltrados inflamatorios asociados al tumor (que englobaría los grupos 
T+/I+ y T-/I+) frente a los casos sin expresión de PD-L1 en los TILs (que 
incluirían los pertenecientes a los grupos T-/I- y T+/I-). La supervivencia 
global a los 12 meses del grupo con células inflamatorias PD-L1+ fue del 
45,08%, (IC 95% 29,64-59,33% p=0,95) y a los 24 meses del 29,17%, (IC 95% 
16,01-43,67%, p=0,95). La supervivencia a los 12 meses del grupo con TILs 
PD-L1- fue del 44,44%, (IC 95% 25,56-61,65%p=0,95) y a los 24 meses del 
29,63%,(IC 95% 14,06-47,03% p=0,95). Los resultados según curvas de 






3.2. Supervivencia libre de enfermedad 
De los 35 casos incluidos en el grupo grupo T-/I- (38,89% del total) la 
supervivencia libre de enfermedad a los 12 meses fue del 23,08%, (IC 95% 
9,38-40,31%p=0,95) y a los 24 meses del 11,54%, (IC 95% 2,92-26,74%, 
p=0,95). De los 2 casos pertenecientes grupo T+/I- únicamente en uno de ellos 
se dispuso de datos relativos a la supervivencia libre de enfermedad; este caso 
se encontraba vivo en el momento del último seguimiento. De los 11 casos 
incluidos en el grupo T-/I+ (12,22% del total) la supervivencia libre de 
enfermedad a los 12 meses fue del 20%, (IC 95% 3,09-47,47%, p=0,95) y a los 
24 meses del 10%, (IC 95% 0,57-35,81%, p=0,95). De los 42 casos 
pertenecientes al grupo T+/I+ (46,67% del total) la supervivencia libre de 
enfermedad a los 12 meses fue del 26,67%, (IC 95% 12,61-43,01%p=0,95) y a 
los 24 meses del 19,05%, (IC 95% 7,31-34,96% p=0,95). Los resultados según 
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El análisis se realizó además sobre el total de casos con células tumorales PD-
L1+ (que englobaría los grupos T+/I- y T+/I+) frente a los casos sin expresión 
de PD-L1 en las células tumorales (que incluirían los pertenecientes a los 
grupos T-/I- y T-/I+). La supervivencia libre de enfermedad a los 12 meses del 
grupo con células tumorales PD-L1+ fue del 29,03%, (IC 95% 14,52-
45,27%p=0,95) y a los 24 meses del 21,77%, (IC 95% 9,24-37,70%, p=0,95). 
La supervivencia libre de enfermedad a los 12 meses del grupo con células 
tumorales PD-L1- fue del 22,22%, (IC 95% 10,46-36,72% p=0,95) y a los 24 
meses del 11,11%, (IC 95% 3,52-23,62%, p=0,95). Los resultados según 





Este mismo análisis se realizó sobre el total de casos con células PD-L1+ en 
los TILs (que englobaría los grupos T+/I+ y T-/I+) frente a los casos sin 
expresión de PD-L1 en los TILs (que incluirían los pertenecientes a los grupos 
T-/I- y T+/I-). La supervivencia libre de enfermedad a los 12 meses del grupo 
TILs PD-L1+ fue del 27,50%, (IC 95% 14,86-41,72%p=0,95) y a los 24 meses 
del 16,88%, (IC 95% 7,15-30,11% , p=0,95). La supervivencia libre de 
enfermedad a los 12 meses del grupo con TILs PD-L1- fue del 18,52%, (IC 95% 
6,75-34,82% p=0,95) y a los 24 meses del 14,81%,(IC 95% 4,66-30,45% 





VII. Análisis de la tinción inmunohistoquímica de PD-L1 en las células 
tumorales y en los TILs según los intervalos recogidos por IASLC para 
el clon SP142 (Ventana®) 
1. Definición de las categorías 
Siguiendo las especificaciones recogidas en la guía recientemente publicada 
por la IASLC (Tsao 2017) para la valoración inmunohistoquímica en CPNCP 
del clon anti-PD-L1 (SP142, Ventana®), las 90 muestras de la serie se 
distribuyeron en grupos con arreglo a los porcentajes de células PD-L1+ 
identificadas tanto en las células tumorales como en los TILs, definiendo un 
total de 8 categorías: 4 para la valoración de PD-L1 en las células tumorales y 
4 para la valoración de dicho marcador en los TILs. Las categorías quedan 
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definidas en dicha guía por los siguientes intervalos porcentuales de células 
PD-L1+:  
a) En las células tumorales:  
-TC0: <1%. 
-TC1: entre el 1% y <5%. 
-TC2: entre el 5% y <50%. 
-TC3: ≥50%. 
b) En los infiltrados inflamatorios asociados al tumor:  
-IC0: <1%. 
-IC1: entre el 1% y <5%. 
-IC2: entre el 5% y <10%. 
-IC3: ≥10%. 
 
2. Análisis en las células tumorales  
2.1. Resultados numéricos globales 
Del total de 90 muestras analizadas, 63 (70%) se incluyeron en la categoría 
TC0. Esta categoría incluía tanto los casos en los que se identificaron células 
tumorales PD-L1+ en porcentajes < 1% como los 46 casos del estudio en los 
que no se observó expresión inmunohistoquímica de PD-L1 en las células 
tumorales. Cuatro casos de la serie (4,44%) se incluyeron en la categoría TC1, 
19 casos (21,11%) en la categoría TC2 y en 4 casos (4,44%) el porcentaje fue 
≥50% por lo que se incluyeron en la categoría TC3. 
2.2. Relación de las categorías TC con la intensidad de tinción de PD-L1 en las 
células tumorales 
La categoría TC0 de la serie, según se ha descrito previamente, incluía 
también los 46 casos del estudio en los que no se observó expresión 
inmunohistoquímica de PD-L1 en las células tumorales; excluidos éstos, de 
los 17 casos restantes del grupo TC0, la tinción de PD-L1 en las células 
tumorales fue descrita como intensa en 13 (76,74% de los 17 casos TC0 con 
expresión de PD-L1 y como débil en 4 (23,53% de los 17 casos TC0 con 
expresión de PD-L1). De los 4 casos incluidos en la categoría TC1, en 3 (75%) 
la tinción se describió como intensa y en 1 (25%) como débil. Todos los casos 




Tinción de PD-L1 en 










Ausente 46 0 0 0 46 
Débil 4 1 0 0 5 
Intensa 13 3 19 4 39 
 63 4 19 4 90 
          Pearson chi2 =  49.2454, p= 0.000 
Se ha encontrado una asociación estadísticamente significativa entre la 
intensidad de la tinción de PD-L1 y el porcentaje de células tumorales 
positivas (p<0.001). Los casos con mayor porcentaje de células tumorales PD-
L1 positivas (TC2 y TC3) muestran una expresión intensa del marcador. 
2.3. Relación de las categorías TC con el patrón de tinción intracelular de PD-
L1 en las células tumorales 
De los 17 casos de la categoría TC0 con presencia de células tumorales PD-
L1+,  en 12 muestras (70,59%) se observó predominio de la tinción 
citoplasmática sobre la membrana y en 5 casos (29,41%la tinción fue similar 
en ambas localizaciones. En todos los casos (4)  incluidos en la categoría TC1 
se observó predominio de la tinción citoplasmática sobre la membranosa. De 
los 19 casos incluidos en la categoría TC2, en 13 (68,42%) se observó similar 
intensidad de tinción en la membrana y en el citoplasma y en 6 casos 
(31,58%) predominaba la tinción citoplasmática sobre la membranosa. De los 
4 casos de la categoría TC3, 2 (50%) mostraban tinción de similar intensidad 
en la membrana que en el citoplasma y en 2 casos (50%) se observó 
predominio de la tinción citoplasmática sobre la membranosa. 
2.4. Relación de las categorías TC con la localización de las células tumorales 
PD-L1+ en los nidos neoplásicos 
De los 17 casos de la categoría TC0 con presencia de células tumorales PD-
L1+,  en 11 (64,71%), las células tumorales PD-L1+ se ajustaban al patrón 
decreciente “periferia>centro de los nidos tumorales”; en 1 caso (5,88%) 
aparecían en cuantía similar tanto en la zona periférica como en el centro de 
los agregados neoplásicos y en 5 casos (29,41%) se identificaban únicamente 
en la periferia de los nidos tumorales. 
De los 4 casos incluidos en la categoría TC1, en 3 (75%) las células tumorales 
PD-L1+ eran más numerosas en la periferia que en el centro de los) y en 1 
caso (25%) aparecían únicamente en la zona periférica de los nidos 
neoplásicos.  
De los 19 casos incluidos en la categoría TC2, en 16 (84,21%) las células 
tumorales PD-L1+ se ajustaban al patrón decreciente “periferia>centro de los 
nidos tumorales”, en 2 casos (10,53%) aparecían en ambas localizaciones en 
cuantía similar y en 1 caso (25%) se identificaban únicamente en la zona 
periférica de los nidos neoplásicos.  
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De los 4 casos de la categoría TC3, en 3 (75%) las células PD-L1+ se 
observaban tanto en la zona periférica de los nidos como en las áreas 
centrales, y en ambas en cuantía similar, y en 1 caso (25%) mostraba un 
patrón decreciente “periferia>centro de los nidos tumorales”.  
El patrón mayoritario de tinción independientemente del grupo TC fue 
predominante en la periferia sobre el centro de los nidos neoplásicos. 
2.5. Relación de las categorías TC con la expresión de PD-L1 en los TILs  
De los 63 casos pertenecientes a la categoría TC0, en 27 (42,86%) se observó 
la presencia concomitante de células PD-L1+ en los TILs, mientras que en 36 
casos (57,14%) fue negativa. De los 27 casos con TILs PD-L1+, en 24 (88,89%) 
la tinción se describió como intensa y en 3 casos (11,11%,) como débil.  
En los 4 casos de la categoría TC1 se observó la tinción intensa de células PD-
L1+ en los TILs.  
De los 19 casos de la categoría TC2, en 18 (94,74%) se identificaron células 
PD-L1+ en los TILs, y  1 caso (5,26%) fue negativo.  
Los 4 casos de la categoría TC3 fueron positivos para PD-L1 de manera 
intensa.   
2.6. Relación de las categorías TC con el patrón de tinción intracelular de PD-
L1 en los TILs  
De los 27 casos pertenecientes a la categoría TC0 en los que se observó 
presencia asociada de células PD-L1+ en los TILs, en 14 (51,85%) la tinción 
para dicho marcador en las células inflamatorias eran más intensa en la 
membrana que en el citoplasma, en 7 (25,93%) predominaba la tinción 
citoplasmática sobre la membranosa y en 6 casos (22,22%,) la intensidad de 
tinción era similar en ambas localizaciones intracelulares.  
De los 4 casos de la categoría TC1 en 2 (50%) los TILs mostraban tinción más 
intensa de PD-L1 en el citoplasma que en la membrana y en 2 casos (50%) la 
intensidad de tinción era mayor en la membrana que en el citoplasma. 
De los 18 casos de la categoría TC2 en los que se observó expresión de PD-L1 
en los TILs, en 10 (55,56%,) predominaba la tinción membranosa sobre la 
citoplasmática, en 5 (27,77%) la intensidad de tinción en ambas localizaciones 
era similar y en 3 (16,67%) predominaba la tinción del citoplasma. 
De los 4 casos de la categoría TC3, en 2 muestras (50%) los TILs tenían la 
misma intensidad de tinción de la membrana y del citoplasma, en 1 (25%) la 
intensidad de tinción era mayor en la membrana y en el restante (25%) 
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Ausente 36 0 1 0 37 
Membrana=citoplasma 6 0 5 2 13 
Citoplasma<membrana 14 2 10 1 27 
Citoplasma>membrana 7 2 3 1 13 
 63 4 19 4 90 
 
El patrón de tinción intracelular de los TILs muestra un predominio de tinción 
de membrana sobre citoplasma independientemente del grupo TC. 
2.7. Relación de las categorías TC con la composición de los TILs  
De las 27 muestras de la categoría TC0 en los que se observó expresión de PD-
L1 en los TILs, en 15 (55,56%,) predominaban los macrófagos sobre los 
linfocitos; en 7 (25,93%) los linfocitos eran más numerosos que los macrófagos 
y en 5 casos (18,51%) ambos tipos celulares aparecían en proporciones 
similares. 
De las 4 muestras pertenecientes a la categoría TC1, en 3 de ellas (75%) los 
linfocitos eran más numerosos que los macrófagos, y en 1 caso (25%) ambos 
aparecían en similar cuantía. 
De las 18 muestras de la categoría TC2 en las que se identificaron células 
inflamatorias PD-L1+ en los TILs, en 8 (44,45%,) los macrófagos eran más 
numerosos que los linfocitos, en 6 (33,33%) la relación se invertía, siendo más 
abundantes los linfocitos que los macrófagos, y en 4 muestras (22,22%) se 
observaba un número similar de linfocitos y de macrófagos en los TILs.  
De las 4 muestras correspondientes a la categoría TC3, en 2 (50%) 
predominaban los linfocitos sobre los macrófagos, en 1 (25%) eran más 
numerosos los macrófagos y en 1 muestra (25%) ambos tipos celulares 
aparecían en similar cuantía. 
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Ausente 36 0 1 0 37 
Macrófagos=linfocitos 5 1 4 1 11 
Macrófagos>linfocitos 15 0 8 1 24 
Macrófagos<linfocitos 37 3 6 2 18 
 63 4 19 4 90 
 
Se observa un predominio de macrófagos respecto de linfocitos en la 
composición de los TILs cuando las muestras se agrupan en función de las 




2.8. Relación de las categorías TC con la localización de los TILs  
De los 27 casos del grupo TC0 con células PD-L1+ en los TILs, en 14 casos 
(51,85%,) los TILs eran positivos solo en el estroma con la siguiente 
distribución: 8 (con  patrón estroma peritumoral>estroma/tumor y 6 muestras 
mostraban un patrón de expresión “interfase estroma/tumor>estroma 
peritumoral”. 
Once de los casos (40,74%) presentaban una tinción simultanea en estroma 
peritumoral e interfase estroma/tumor” y en los nidos neoplásicos, Nueve de 
ellos (con patrón interfase estroma/tumor>estroma 
peritumoral>intratumorales”;  
En 2 de las muestras (7,41%) los TILs PD-L1+ aparecían exclusivamente en el 
interior de los nidos neoplásicos.  
De los 4 casos pertenecientes a la categoría TC1, en el 50% de los casos se 
encontraba tinción en el estroma (con patrón interfase estroma/tumor) y en 
los nidos neoplásicos simultáneamente, y en la mitad restante en el estroma 
de forma exclusiva.   
De los 18 casos pertenecientes a la categoría TC2 en los que se observó 
expresión inmunohistoquímica de PD-L1 en los TILs, en 11 (61,11%) las 
células inflamatorias PD-L1+ estaban presentes en el estroma y en los nidos 
neoplásicos con un patrón mayoritario interfase estroma/tumor>estroma 
peritumoral>intratumorales, en 5 casos (27,78%) en el estroma de forma 
exclusiva con un patrón  mayoritario (4 casos) interfase 
estroma/tumor>estroma peritumoral, y en 2 casos (11,11%) los TILs PD-L1+ 
aparecían exclusivamente en el interior de los nidos neoplásicos. 
De los 4 casos pertenecientes a la categoría TC3, en 3 de ellos (75%) los TILs 
PD-L1+ estaban presentes en el estroma con un patrón interfase 
estroma/tumor>estroma peritumoral>intratumorales y en los nidos 
neoplásicos simultáneamente, y en 1 caso (25%) en el estroma de forma 
exclusiva.  
Las muestras que presentaban TILs PD-L1+ situadas dentro de los nidos 
neoplásicos aparecían en cuantía similar en la zona central y en la periférica 
de los agregados, independientemente del grupo TC al que pertenecieran. 
2.9. Relación de las categorías TC con el porcentaje de linfocitos T CD8+ en los 
TILs 
En los 17 casos de la categoría TC0 con células tumorales PD-L1+, el 
porcentaje de linfocitos T CD8+ en los TILs localizados en el estroma era ≤16% 
en el 25% de los casos, ≤27% en un 50% de los casos y ≤38% en el 75% de los 
casos. El porcentaje de linfocitos T CD8+ presentes en los TILs localizados en 
el interior de los nidos neoplásicos era ≤1% en el 25% de los casos, ≤6% en un 
50% de los casos y ≤19% en el 75% de los casos. 
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En los 4 casos de la categoría TC1, el porcentaje de linfocitos T CD8+ en los 
TILs localizados en el estroma era ≤39% en el 25% de los casos, ≤51,5% en un 
50% de los casos y ≤69,5% en el 75% de los casos. El porcentaje de linfocitos T 
CD8+ presentes en los TILs localizados en el interior de los nidos neoplásicos 
era ≤33% en el 25% de los casos, ≤57,5% en un 50% de los casos y ≤64,5% en 
el 75% de los casos. 
En los 19 casos de la categoría TC2, el porcentaje de linfocitos T CD8+ en los 
TILs localizados en el estroma era ≤28% en el 25% de los casos, ≤41% en un 
50% de los casos y ≤52% en el 75% de los casos. El porcentaje de linfocitos T 
CD8+ presentes en los TILs localizados en el interior de los nidos neoplásicos 
era ≤6% en el 25% de los casos, ≤12% en un 50% de los casos y ≤40% en el 
75% de los casos. 
En los 4 casos de la categoría TC3, el porcentaje de linfocitos T CD8+ en los 
TILs localizados en el estroma era ≤27% en el 25% de los casos, ≤33% en un 
50% de los casos y ≤39,5% en el 75% de los casos. El porcentaje de linfocitos T 
CD8+ presentes en los TILs localizados en el interior de los nidos neoplásicos 
era ≤16,5% en el 25% de los casos, ≤22% en un 50% de los casos y ≤33% en el 
75% de los casos. 
Por lo tanto, encontramos un predominio de linfocitos T CD8+ localizados en 
el estroma sobre los localizados en el interior de los nidos tumorales, 
independientemente del grupo TC. La distribución de células CD8+ localizadas 
en el estroma se asocia de manera significativa con el porcentaje de células 
tumorales PD-L1+ que hay en el tumor (Test de Kruskal-Wallis, p= 0.0081). 
 
3. Análisis en los infiltrados inflamatorios asociados al tumor (TILs) 
3.1. Resultados numéricos globales 
Del total de 90 muestras analizadas en el estudio, en 48 de ellas (53.33%) se 
identificaron TILs PD-L1+ en porcentajes inferiores al 1%, y fueron por tanto 
incluidos en la categoría IC0. La distribución de los casos según las categorías 
fue: 4 casos de la serie (4,44%) en IC1, 11 casos (12,22%), en IC2,  y 27 casos 
(30%) en IC3.  
3.2. Relación de las categorías IC con la intensidad de tinción de PD-L1 en los 
TILs 
En la categoría IC0 de la serie se incluyen los 37 casos del estudio en los que 
no se observó ninguna expresión inmunohistoquímica de PD-L1 en los TILs y 
11 casos con expresión <1%. En estos 11 casos la tinción de PD-L1 en los TILs 
fue intensa en 9 (81,82%) y débil en 2 (18,18%). Los 4 casos de la categoría 
IC1 mostraron tinción intensa. De los 11 casos pertenecientes a la categoría 
IC2, en 10 (90,91%) se observó tinción intensa y en 1 (9,09%) tinción débil. 
Todos los  casos (27) incluidos en la categoría IC3 mostraron tinción intensa.  
126 
 
La expresión de PD-L1 en los TILs es en su mayoría una tinción intensa, 
encontrando sólo 2 casos de tinción débil en la categoría IC0. 
3.3. Relación de las categorías IC con el patrón de tinción intracelular de PD-
L1 en los TILs 
De las 11 muestras del grupo IC0 con células PD-L1+ en los TILs, en 5 
(45,46%) se observó tinción de similar intensidad en la membrana y en el 
citoplasma; en 3 casos (27,27%) predominaba la tinción membranosa y en 3 
casos (27,27%) se observó mayor intensidad de tinción en el citoplasma. De 
los 4 casos incluidos en la categoría IC1, en 2 (50%) era más intensa la tinción 
membranosa que la citoplasmática, en 1 caso (25%) predominaba la tinción 
del citoplasma y en 1 caso se observó similar intensidad de tinción. De los 11 
casos pertenecientes a la categoría IC2, en 5 (45,45%) la tinción membranosa 
predominaba sobre la citoplasmática, en 4 casos (36,36%) se observó mayor 
intensidad de tinción en el citoplasma y en 2 casos (18,18%) la intensidad de 
tinción fue similar en ambas localizaciones. De los 27 casos incluidos en la 
categoría IC3, en 17 (62,96%) se observó mayor intensidad de tinción en la 
membrana, en 5 casos (18,52%) era mayor la tinción citoplasmática y en 5 
casos (18,52%) la intensidad de tinción fue similar en la membrana y en el 
citoplasma. 
 El patrón de tinción intracelular de los TILs muestra un predominio de 
tinción de membrana sobre citoplasma independientemente del grupo IC. 
3.4. Relación de las categorías IC con la localización de los TILs en el tejido 
neoplásico 
De los 11 casos del grupo IC0 con células PD-L1+ en los TILs, en 2 (18,18%), 
estas células estaban presentes en el estroma y en los nidos neoplásicos 
simultáneamente, en el estroma de forma exclusiva en 6 casos (54,55%) y 
únicamente en el interior de los nidos neoplásicos en 3 casos (27,27%). En los 
2 casos de la categoría IC0 en los que se observó presencia simultánea de 
células PD-L1+ en el estroma y en el interior de los nidos neoplásicos, el 
patrón era “interfase estroma/tumor>estroma peritumoral>intratumorales”. 
En este grupo, las células PD-L1+ situadas dentro de los nidos neoplásicos 
aparecían en cuantía similar en la zona central y en la periférica de los 
agregados, sin mostrar preferencia por ninguna de ellas. De los 6 casos de 
localización exclusiva en el estroma, en 3 (50%,), los TILs PD-L1+ mostraban 
un patrón interfase estroma/tumor>estroma peritumoral y en 3 casos 
(27,27%) esta distribución se invertía, siendo más numerosas en el estroma 
peritumoral que en la interfase estroma/tumor. En los 3 casos con TILs PD-
L1+ de  localización exclusiva en los agregados neoplásicos, éstas aparecían en 
número similar en el centro y en la periferia de los nidos tumorales,  
De los 4 casos incluidos en la categoría IC1, en 2 (50%) los TILs PD-L1+ 
estaban presentes en el estroma  y en los nidos neoplásicos simultáneamente, 
y en 2 casos (50%) en el estroma de forma exclusiva; De los 2 casos en los que 
se observó presencia simultánea de TILs PD-L1+ en el estroma y en el interior 
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de los nidos neoplásicos, en 1 caso el patrón de tinción era interfase 
estroma/tumor>estroma peritumoral>intratumorales; además, en este mismo 
caso los TILs PD-L1+ situados dentro de los nidos neoplásicos aparecían en 
cuantía similar en la zona central y en la periférica. En el segundo caso de 
este grupo la expresión de TILs PD-L1+ era mayor en el estroma que en el 
interior de los nidos tumorales con un patrón interfase 
estroma/tumor>intratumorales (periferia). Los 2 casos de la categoría IC1 con 
células PD-L1+ de localización estromal exclusiva mostraron un patrón de 
expresión “interfase estroma/tumor>estroma peritumoral”. 
De los 11 casos pertenecientes a la categoría IC2, en 2 (18,18%) los TILs PD-
L1+ estaban presentes en el estroma  y en los nidos neoplásicos 
simultáneamente, y en 9 casos (81,82%) en el estroma de forma exclusiva; en 
esta categoría no se observaron casos con TILs PD-L1+ exclusivamente en el 
interior de los nidos neoplásicos. En los 2 casos del grupo en los que se 
observó presencia simultánea de TILs PD-L1+ en el estroma y en el interior de 
los nidos neoplásicos, éstas mostraban un patrón interfase 
estroma/tumor>estroma peritumoral>intratumorales; aparecíendo en cuantía 
similar en la zona central y en la periférica de los agregados. De los 9 casos de 
la categoría IC2 con células PD-L1+ de localización estromal exclusiva, en 6 
(66,67) éstas eran más numerosas en el estroma yuxtatumoral que en el 
localizado entre unos nidos neoplásicos y otros y en 3 casos (33,33) la relación 
se invertía, ajustándose por tanto al patrón de expresión “estroma 
peritumoral> interfase estroma/tumor”. 
De los 27 casos pertenecientes a la categoría IC3, en 21 (77,78%) los TILs PD-
L1+ estaban presentes en el estroma  y en los nidos neoplásicos 
simultáneamente; en 5 casos (18,52%) en el estroma de forma exclusiva; y en 
1 caso (3,7%) únicamente en los nidos neoplásicos. De los 21 casos del grupo 
en los que se observó presencia simultánea de células inflamatorias PD-L1+ en 
el estroma y en el interior de los nidos neoplásicos, en 18 (85,71%) se 
ajustaban al patrón definido como “interfase estroma/tumor>estroma 
peritumoral>intratumorales” apareciendo en cuantía similar en la zona central 
y en la periférica de los agregados. En los 3 casos restantes del grupo de 
coexpresión estroma+tumor (14,29%,) la expresión de TILs PD-L1+ era mayor 
en el estroma que en el interior de los nidos tumorales,  con un patrón de 
tinción “interfase estroma/tumor>intratumorales (periferia)”. De los 5 casos de 
la categoría IC3 con células PD-L1+ de localización estromal exclusiva, en 3 
(60%) el patrón de expresión fue “interfase estroma/tumor>estroma 
peritumoral”) y en 2 casos (40) la relación se invertía, ajustándose por tanto al 
patrón de expresión “estroma peritumoral> interfase estroma/tumor”). En 1 
caso de la categoría IC3 (3,70%) se observó localización intratumoral exclusiva 
de las células inflamatorias PD-L1+.  
La localización de los TILs PD-L1+ mostró un patrón mayoritario “interfase 
estroma/tumor>estroma peritumoral”, independientemente del grupo IC. 
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Localización de los 
infiltrados inflamatorios 



































0 1 0 3 4 
Intratumorales 3 0 0 1 4 
 48 4 11 27 90 
 
3.5. Relación de las categorías IC con la composición de los TILs 
La composición de los TILs mostró un predominio de macrófagos sobre 
linfocitos en la categoría IC3 (16/27 casos), y linfocitos sobre macrófagos en 
las categorías IC2 (6/11) e IC0 (5/11).  
Composición de los 
infiltrados inflamatorios 










Ausente 37 0 0 0 37 
Macrófagos=linfocitos 3 1 2 5 11 
Macrófagos>linfocitos 3 2 3 16 24 
Macrófagos<linfocitos 5 1 6 6 18 
 48 4 11 27 90 
 
3.6. Relación de las categorías IC con el porcentaje de linfocitos T CD8+ en los 
TILs 
En los 11 casos de la categoría IC0 con TILs PD-L1+, el porcentaje de linfocitos 
T CD8+ en los TILs localizados en el estroma era ≤18,5% en el 25% de los 
casos, ≤28% en un 50% de los casos y ≤39% en el 75% de los casos. El 
porcentaje de linfocitos T CD8+ presentes en los TILs localizados en el interior 
de los nidos neoplásicos era ≤1% en el 25% de los casos, ≤6% en un 50% de 
los casos y ≤19% en el 75% de los casos. 
En los 4 casos de la categoría IC1, el porcentaje de linfocitos T CD8+ en los 
TILs localizados en el estroma era ≤13,5% en el 25% de los casos, ≤27% en un 
50% de los casos y ≤37% en el 75% de los casos. El porcentaje de linfocitos T 
CD8+ presentes en los TILs localizados en el interior de los nidos neoplásicos 
era ≤3% en el 25% de los casos, ≤21,5% en un 50% de los casos y ≤47% en el 
75% de los casos. 
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En los 11 casos de la categoría IC2, el porcentaje de linfocitos T CD8+ en los 
TILs localizados en el estroma era ≤11% en el 25% de los casos, ≤29% en un 
50% de los casos y ≤49% en el 75% de los casos. El porcentaje de linfocitos T 
CD8+ presentes en los TILs localizados en el interior de los nidos neoplásicos 
era ≤2% en el 25% de los casos, ≤9% en un 50% de los casos y ≤13% en el 
75% de los casos. 
En los 27 casos de la categoría IC3, el porcentaje de linfocitos T CD8+ en los 
TILs localizados en el estroma era ≤28% en el 25% de los casos, ≤37% en un 
50% de los casos y ≤50% en el 75% de los casos. El porcentaje de linfocitos T 
CD8+ presentes en los TILs localizados en el interior de los nidos neoplásicos 
era ≤6% en el 25% de los casos, ≤18% en un 50% de los casos y ≤42% en el 
75% de los casos. 
El porcentaje de linfocitos CD8+ es mayor en el estroma que en el interior de 
los nidos tumorales en todas las categorías IC, excepto en la categoría IC1 
donde dicho porcentaje es mayor en los nidos neoplásicos. No se ha 
encontrado asociación del porcentaje de linfocitos T CD8+ con el número de 
células PD-L1+ en los TILs. 
3.7. Relación de las categorías IC con la expresión de PD-L1 en las células 
tumorales 
Del total de 48 casos pertenecientes a la categoría IC0, en 37 (77,08%) no se 
observó expresión de PD-L1 en las células neoplásicas, mientras que en 11 
casos sí se identificaron células tumorales PD-L1+; de éstos, en 9 (81,82%) la 
tinción fue intensa y en 2 casos (18,18%,) se describió como débil.  
De los 4 casos de la categoría IC1, un caso fue negativo para PD-L1 en las 
células neoplásicas, mientras que en 3 (75%) sí se detectaron células PD-L1+ 
en el tumor; todos ellos con tinción intensa.  
De los 11 casos de la categoría IC2, en 9 (81,82%) se observó expresión de PD-
L1 en las células neoplásicas (6 intenso y 3 tinción débil), mientras que en 2 
casos (18,18%) no hubo tinción en las células tumorales.  
De los 27 casos de la categoría IC3, en 21 (77,78%) se identificaron células 
tumorales PD-L1+ con tinción intensa, mientras que en 6 casos (22,22%) la 
tinción en las células neoplásicas dio resultado negativo.  











Ausente 37 1 2 6 46 
Débil 2 0 3 0 5 
Intensa 9 3 16 21 39 
 48 4 11 27 90 
Pearson chi2 =  40.1695, p= 0.000 
La tinción de PD-L1 intensa en las células tumorales se asocia a un mayor 
porcentaje de componente inflamatorio positivo para PD-L1. 
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3.8. Relación de las categorías IC con la localización de las células tumorales 
PD-L1+ en los nidos neoplásicos 
De los 11 casos de la categoría IC0 en los que se identificaron células 
tumorales PD-L1+, en 6 (54,55%) estas células eran más numerosas en la 
periferia que en el centro de los nidos tumorales en 3 (27,27%) se 
identificaban únicamente en la periferia de los nidos y en 2 casos (18,18%,) 
aparecían en similar proporción en la periferia que en las zonas centrales. 
De los 3 casos de la categoría IC1 en los que se observó expresión de PD-L1 en 
las células tumorales, en todos ellos estas células eran más numerosas en la 
periferia que en el centro de los nidos tumorales. 
De los 9 casos de la categoría IC2 con presencia concomitante de células 
tumorales PD-L1+, en 5 (55,56%) éstas eran más abundantes en la periferia 
que en el centro de los nidos neoplásicos, en 3 (33,33%) aparecían únicamente 
en la periferia de los nidos y en 1 caso (11,11%) se observaban en similar 
cuantía en la periferia que en las zonas centrales. 
De los 21 casos de la categoría IC3 en los que se identificaron células 
tumorales PD-L1+, en 17 (80,95%) estas células eran más numerosas en la 
periferia que en el centro de los nidos tumorales, en 3 (14,29%) se 
identificaban únicamente en la periferia de los nidos y en 1 caso (4,76%) 
aparecían en similar proporción en la periferia que en las zonas centrales 
La localización de las células tumorales PD-L1+ en los nidos neoplásicos 
mostraba un predominio en la periferia de los nidos, independientemente de la 
categoría IC. 
 
VIII. Asociación de variables clínicas con la expresión 
inmunohistoquímica de PD-L1 en el tumor y en los TILs según los 
intervalos recogidos por IASLC para el clon SP142 (Ventana®) 
1. En las células tumorales 
a) Consumo de tabaco, edad, sexo y ECOG 
Del total de 68 pacientes fumadores activos o exfumadores de la serie, la 
ditribución por categorías de expresión de PD-L1 en las células inflamatorias 
asociadas al tumor fue la siguiente: TC0, 47 casos (69,12%); TC1, 4 casos 
(5,88%); TC2, 13 casos (19,12%); TC3, 4 casos (5,88%). 
No se encontró asociación entre la edad, el sexo ni el ECOG con la expresión 
de PD-L1 en las células tumorales.  
b) Localización del tumor 
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De los 7 pacientes con afectación pulmonar exclusiva, 3 casos (42.85%) se 
incluían en la categoría TC0,, 1 caso (14.28%) en la categoría TC1 y 3 casos 
(42.85%) en la categoría TC2   
De los 27 pacientes con afectación pulmonar y de ganglios linfáticos 
mediastínicos, 18 casos (66.66%) se englobaban en la categoría TC0, 6 casos  
(22.22%) en la categoría TC2 y 3 casos (11.11%) en la categoría TC3.  
De los 10 pacientes con afectación pulmonar y de un órgano a distancia 
(distinto a los ganglios linfáticos mediastínicos), 7 casos (70%) pertenecían a la 
categoría TC0 y 3 casos (30%) a la categoría TC2.   
De los 17 pacientes con afectación pulmonar y de dos o más órganos a 
distancia (distintos a los ganglios linfáticos mediastínicos), 14 casos (82.35%) 
correspondían a la categoría TC0, 1 caso (5.88%) a la categoría TC1 y 2 casos 
(11.76%) a la categoría TC2.  
De los 6 pacientes con afectación pulmonar, de ganglios linfáticos 
mediastínicos y de un órgano a distancia distinto a los ganglios linfáticos 
mediastínicos, 4 casos (66.66%) se englobaban en la categoría TC0 y 2 casos 
(33.33%) en la categoría TC1. 
De los 5 pacientes con afectación pulmonar, de ganglios linfáticos 
mediastínicos y de dos o más órganos a distancia distintos a los ganglios 
linfáticos mediastínicos, 4 casos (80%) se incluían en la categoría TC0 y 1 caso 
(20%) en la categoría TC3.  
No se encontró asociación entre las categorías TC y la localización del tumor.         
c) Estadio (enfermedad localizada-EL- versus enfermedad extensa-EE-) 
De los 35 pacientes con enfermedad localizada (EL), 21 casos (60%) se 
englobaban en la categoría TC0 ,1 caso (2,85%) en la categoría TC1, 10 casos 
(28,57%) en la categoría TC2 y 3 casos (11,11%) en la categoría TC3.   
En el grupo de 37 pacientes con enfermedad extensa (EE), 29 casos (78,38%) 
correspondían a la categoría TC0, 3 casos (8,10%) a la categoría TC1, 4 casos 
(10,81%) a la categoría TC2 y 1 caso (2,70%) a la categoría TC3. 
No se encontró asociación entre las categorías TC y el estadio EE/EL. 
d) Estadio T 
De los 4 casos de la serie con estadio Tx, 3 se incluían en la categoría TC0 
(75%) y 1 caso en la categoría TC1 (25%).  
Los 2 casos de la serie con estadio T1 correspondían a la categoría TC0.  
De los 17 casos de la serie con estadio T2, 8 se englobaban en la categoría TC0 
(47,06%), 1 caso en la categoría TC1 (5,88%), 6 casos en la categoría TC2 
(35,29%) y 2 casos en la categoría TC3 (11,76%). 
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De los 7 casos de la serie con estadio T3, 6 pertenecían a la categoría TC0 
(85,71%) y 1 caso a la categoría TC2 (14,29%).  
De los 42 casos de la serie con estadio T4, 31 se incluían en la categoría TC0 
(73,81%), 2 casos en la categoría TC1 (4,76%), 7 casos en la categoría TC2 
(16,67%) y 2 casos en la categoría TC3 (4,76%). 
No se encontró asociación entre las categorías TC  y el estadio T. 
e) Estadio N 
De los 7 casos de la serie con estadio N0, 4 se incluían en la categoría TC0 
(57,14%) y 3 casos en la categoría TC2 (42,86%).  
De los 6 casos de la serie con estadio N1, 5 correspondían a la categoría TC0 
(83,33%) y 1 caso a la categoría TC1 (16,67%).  
De los 28 pacientes de la serie con estadio N2, 16 se englobaban en la 
categoría TC0 (57,14%), 1 caso en la categoría TC1 (3,57%), 9 casos en la 
categoría TC2 (32,14%) y 2 casos en la categoría TC3 (7,14%). 
De los 29 casos de la serie con estadio N3, 24 se incluían en la categoría TC0 
(82,76%), 2 casos en la categoría TC1 (6,89%), 1 caso en la categoría TC2 
(3,46%) y 2 casos en la categoría TC3 (6,89%). 
No se encontró asociación entre las categorías TC y el estadio N. 
f) Estadio M 
De los 29 casos de la serie sin evidencia de enfermedad metastásica (estadio 
M0), 17 pertenecían a la categoría TC0 (58,62%), 1 caso a la categoría TC1 
(3,45%), 9 casos a la categoría TC2 (31,03%) y 2 casos a la categoría TC3 
(6,89%). 
De los 43 pacientes con metástasis, 33 pertenecían a la categoría TC0 
(76,74%), 3 casos a la categoría TC1 (6,98%), 5 casos a la categoría TC2 
(11,63%) y 2 casos a la categoría TC3 (4,65%). 
No se encontró asociación entre las categorías TC y la enfermedad 
metastásica. 
g) Recidiva 
De los 21 casos de la serie sin evidencia clínico-radiológica de recidiva 
tumoral, 14 se englobaban en la categoría TC0 (66,67%), 1 caso en la categoría 
TC1 (4,76%), 5 casos en la categoría TC2 (23,81%) y 1 caso en la categoría 
TC3 (4,76%). 
De los 48 casos de la serie en los que se produjo recidiva tumoral, 35 se 
incluían en la categoría TC0 (72,92%), 2 casos en la categoría TC1 (4,16%), 8 
casos en la categoría TC2 (16,67%) y 3 casos en la categoría TC3 (6,25%). 
133 
 
No se encontró asociación entre las categorías TC y la recidiva tumoral. 
h) Localización de la recidiva 
De los 6 pacientes con recidiva limitada al pulmón, 1 se incluía en la categoría 
TC0 (16,67%),  4 casos en la categoría TC2 (66,67%) y 1 caso en la categoría 
TC3 (16,67%).  
Los 5 pacientes con recidiva pulmonar y en ganglios linfáticos mediastínicos 
correspondían en su totalidad a la categoría TC0.  
Del grupo de 6 pacientes con recidiva pulmonar y metástasica en un solo 
órgano a distancia (sin afectación ganglionar mediastínica), 3 se englobaban 
en la categoría TC0 (50%), 2 casos en la categoría TC2 (33,33%) y 1 caso en la 
categoría TC3 (16,67%).  
Los 3 pacientes con recidiva pulmonar y metástasica en dos o más órganos a 
distancia (sin afectación ganglionar mediastínica) pertenecían a la categoría 
TC0. 
De los 4 pacientes con recidiva en pulmón, ganglios linfáticos mediastínicos y 
un órgano a distancia, 3 se incluían en la categoría TC0 (75%) y 1 caso en la 
categoría TC2 (25%).  
De los 13 pacientes con recidiva en un órgano a distancia (distinto a los 
ganglios linfáticos), 10 se englobaban en la categoría TC0 (76,93%), 2 casos en 
la categoría TC1 (15,38%),  y 1 caso en la categoría TC2 (7,69%).  
Los 4 pacientes en los que la recidiva se presentó como enfermedad 
metastásica en dos o más órganos a distancia (distintos a los ganglios 
linfáticos) correspondían a la categoría TC0.  
No se encontró asociación entre las categorías TC y la localización de la 
recidiva. 
i) Estado del paciente en el último seguimiento 
De los 54 pacientes fallecidos por la enfermedad, 42 se incluían en la categoría 
TC0 (77,78%), 1 caso en la categoría TC1 (1,85%), 8 casos en la categoría TC2 
(14,81%) y 3 casos en la categoría TC3 (5,56%).  
De los 8 pacientes vivos en el último seguimiento pero con enfermedad activa, 
4 se englobaban en la categoría TC0 (50%), 1 caso en la categoría TC1 (12,5%), 
2 casos en la categoría TC2 (25%) y 1 caso en la categoría TC3 (12,5%).  
De los 5 pacientes vivos sin evidencia de enfermedad activa, 2 pertenecían la 
categoría TC0 (40%) y 3 casos a la categoría TC2 (60%). En este grupo no se 
identificaron casos correspondientes a las categorías TC1 y TC3.   





2. En los infiltrados inflamatorios asociados al tumor (TILs) 
a) Consumo de tabaco, edad, sexo y ECOG 
Del total de 68 pacientes fumadores activos o exfumadores de la serie, la 
ditribución por categorías de expresión de PD-L1 en las células inflamatorias 
asociadas al tumor fue la siguiente: IC0, 33 casos (48,52%); IC1, 3 casos 
(4,41%); IC2, 10 casos (14,71%); IC3, 22 casos (32,35%). 
No se encontró asociación entre la edad, el sexo ni el ECOG con la expresión 
de PD-L1 en los TILs. 
b) Localización del tumor 
De los 7 pacientes con afectación pulmonar exclusiva, 2 casos (28,57%) 
correspondían a la categoría IC0 1 caso (14,28%) a la categoría IC2) y 4 casos 
(57,14%) a la categoría IC3.  
De los 27 pacientes con afectación pulmonar y de ganglios linfáticos 
mediastínicos, 13 casos se incluían en la categoría IC0 (48,15%), 3 casos en la 
categoría IC2 (11,11%) y 11 casos en la categoría IC3 (40,74%).  
De los 10 pacientes con afectación pulmonar y de un órgano a distancia 
(distinto a los ganglios linfáticos mediastínicos), 6 casos pertenecían a la 
categoría IC0 (60%), 1 caso a la categoría IC2 (10%) y 3 casos a la categoría 
IC3 (30%).  
De los 17 pacientes con afectación pulmonar y de dos o más órganos a 
distancia (distintos a los ganglios linfáticos mediastínicos), 8 casos se 
englobaban en la categoría IC0 (47,06%), 2 casos en la categoría IC1 (11,76%), 
4 casos en la categoría IC2 (23,53%) y 3 casos en la categoría IC3 (17,64%).  
De los 6 pacientes con afectación pulmonar, de ganglios linfáticos 
mediastínicos y de un órgano a distancia distinto a los ganglios linfáticos 
mediastínicos, 2 casos se incluían en la categoría IC0 (33,33%), 2 casos en la 
categoría IC2 (33,33%) y 2 casos en la categoría IC3 (33,33%).  
De los 5 pacientes con afectación pulmonar, de ganglios linfáticos 
mediastínicos y de dos o más órganos a distancia distintos a los ganglios 
linfáticos mediastínicos, 4 casos pertenecían a la categoría IC0 (80%) y 1 caso 
a la categoría IC1 (20%).  
No se encontró asociación entre la localización del tumor y la expresión de PD-
L1 en los TILs.  
c) Estadio (enfermedad localizada-EL-versus enfermedad extensa-EE-) 
De los 35 pacientes con enfermedad localizada (EL), 15 casos se englobaban 
en la categoría IC0 (42,86%), 4 casos en la categoría IC2 (36,36%) y 16 casos 
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en la categoría IC3 (69,57%). En este grupo no se identificaron casos 
pertenecientes a la categoría IC1. 
En el grupo de 37 pacientes con enfermedad extensa (EE), 20 casos se 
incluían en la categoría IC0 (54,05%), 3 casos en la categoría IC1 (8,11%), 7 
casos en la categoría IC2 (18,92%) y 7 casos en la categoría IC3 (18,92%).  
 
Estadio  IC0 
<1% 
IC1 






Enfermedad localizada (EL) 15 0 4 16 35 
Enfermedad extensa (EE) 20 3 7 7 37 
 35 3 11 23 72 
Pearson chi2 =  8.0048, p= 0.046 
Se ha encontrado una asociación estadísticamente significativa entre EE/EL y 
las categorías IC. Los casos con mayor número de células PD-L1+ en los TILs 
corresponden en mayor proporción a estadios localizados (EL). 
d) Estadio T 
De los 4 casos de la serie con estadio Tx, 3 se englobaban en la categoría IC0 
(75%) y 1 caso en la categoría IC3 (25%).  
De los 2 casos de la serie con estadio T1, 1 caso (50%)se incluía en la categoría 
IC0 y 1 caso (50%) en la categoría IC3.  
De los 17 casos de la serie con estadio T2, 4 pertenecían a la categoría IC0 
(23,53%), 2 casos a la categoría IC1 (11,76%), 1 caso a la categoría IC2 
(5,88%) y 10 casos a la categoría IC3 (58,82%).  
De los 7 casos de la serie con estadio T3, 4 se englobaban en la categoría IC0 
(57,14%), 1 caso en la categoría IC2 (14,29%) y 2 casos en la categoría IC3 
(28,57%).  
De los 42 casos de la serie con estadio T4, 23 se incluían en la categoría IC0 
(54,76%), 1 caso en la categoría IC1 (2,38%), 9 casos en la categoría IC2 
(21,43% y 9 casos en la categoría IC3 (21,43%).  
No se encontró asociación entre el estadio T y la expresión de PD-L1 en los 
TILs.  
e) Estadio N 
De los 7 casos de la serie con estadio N0, 3 se incluían en la categoría IC0 
(42,86%) y 4 casos en la categoría IC3 (57,14%).  
De los 6 casos de la serie con estadio N1, 3 se englobaban en la categoría IC0 
(50%) y 3 casos en la categoría IC3 (50%).  
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De los 28 casos de la serie con estadio N2, 9 pertenecían a la categoría IC0 
(32,14%), 1 caso a la categoría IC1 (3,57%), 9 casos a la categoría IC2 
(32,14%) y 9 casos a la categoría IC3 (32,14%). 
De los 29 casos de la serie con estadio N3, 19 se incluían en la categoría IC0 
(65,51%), 2 casos en la categoría IC1 (6,89%), 2 casos en la categoría IC2 
(6,89%) y 6 casos en la categoría IC3 (20,69%).  
 
Estadio N IC0 
<1% 
IC1 






N0 3 0 0 4 7 
N1 3 0 0 3 6 
N2 9 1 9 9 28 
N3 19 2 2 6 29 
 34 3 11 22 70 
      Pearson chi2=  15.8584, p= 0.070 
Aunque no hay una asociación estadísticamente significativa, los casos de la 
categoría IC0 presentan mayor tendencia (p=0.007) a tener afectación 
ganglionar metastásica.    
f) Estadio M 
De los 29 casos de la serie sin evidencia de enfermedad metastásica (estadio 
M0), 13 se incluían en la categoría IC0 (44,83%), 2 casos en la categoría IC2 
(6,89%) y 14 casos en la categoría IC3 (48,28%).  
De los 43 pacientes con metástasis, 22 se englobaban en la categoría IC0 
(51,16%), 3 casos en la categoría IC1 (6,98%), 9 casos en la categoría IC2 
(20,93%) y 9 casos en la categoría IC3 (20,93%). 
 
Estadio M IC0 
<1% 
IC1 






M0 13 0 2 14 29 
M1 22 3 9 9 43 
 35 3 11 23 72 
      p= 0.038 
Se ha encontrado asociación estadísticamente significativa entre la presencia 
de metástasis a distancia y el porcentaje de células PD-L1+ en los TILs. 
g) Recidiva 
De los 21 casos de la serie sin evidencia clínico-radiológica de recidiva 
tumoral, 12 se englobaban en la categoría IC0 (57,15%), 1 caso en la categoría 




De los 48 casos de la serie en los que se produjo recidiva tumoral, 22 se 
incluían en la categoría IC0 (45,83%),  2 casos en la categoría IC1 (4,17%), 10 
casos en la categoría IC2 (20,83%) y 14 casos en la categoría IC3 (29,17%). 
No se encontró asociación entre la aparición de recidiva y las categorías IC. 
h) Localización de la recidiva 
De los 6 pacientes con recidiva limitada al pulmón, 2 se incluían en la 
categoría IC2 (33,33%) y 4 casos en la categoría IC3 (66,67%).  
De los 5 pacientes con recidiva pulmonar y en ganglios linfáticos 
mediastínicos, 4 correspondían a la categoría IC0 (80%) y 1 caso a la categoría 
IC3 (20%).  
Del grupo de 6 pacientes con recidiva pulmonar y metástasica en un solo 
órgano a distancia (sin afectación ganglionar mediastínica), 2 se incluían en la 
categoría IC0 (33,33%), 2 casos en la categoría IC2 (33,33%) y 2 casos en la 
categoría IC3 (33,33%). 
De los 3 pacientes con recidiva pulmonar y metástasica en dos o más órganos 
a distancia (sin afectación ganglionar mediastínica), 2 se englobaban en la 
categoría IC0 (66,67%) y 1 caso en la categoría IC1 (33,33%).  
De los 4 pacientes con recidiva en pulmón, ganglios linfáticos mediastínicos y 
un órgano a distancia, 2 correspondían a la categoría IC0 (50%), 1 caso a la 
categoría IC2 (25%) y 1 caso a la categoría IC3 (25%).  
El único paciente en el que se observó recidiva en pulmón, ganglios linfáticos 
mediastínicos y dos o más órganos a distancia se clasificó en la categoría IC0. 
De los 13 pacientes con recidiva en un órgano a distancia (distinto a los 
ganglios linfáticos), 6 pertenecían a la categoría IC0 (46,15%), 3 casos a la 
categoría IC2 (23,08%) y 4 casos a la categoría IC3 (30,77%).  
De los 4 pacientes en los que la recidiva se presentó como enfermedad 
metastásica en dos o más órganos a distancia (distintos a los ganglios 
linfáticos), 3 se incluían en la categoría IC0 (75%) y 1 en la categoría IC2 
(25%).   
No se encontró asociación entre la localización de la recidiva y las categorías 
IC. 
i) Estado del paciente en el último seguimiento 
De los 54 pacientes fallecidos por la enfermedad, 29 se englobaban en la 
categoría IC0 (53,70%), 2 casos en la categoría IC1 (3,70%),  9 casos en la 
categoría IC2 (16,67%) y 14 casos en la categoría IC3 (25,93%).  
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De los 8 pacientes vivos en el último seguimiento pero con enfermedad activa, 
2 se incluían en la categoría IC0 (25%), 1 caso en la categoría IC1 (12,5%), 2 
casos en la categoría IC2 (25%) y 3 casos en la categoría IC3 (37,5%).  
De los 5 pacientes vivos sin evidencia de enfermedad activa, 3 pertenecían a la 
categoría IC0 (60%) y 2 casos a la categoría IC3 (40%).  
No se encontró asociación entre estado del paciente en el último seguimiento y 


























La inmunoterapia, y dentro de ella el uso de anticuerpos monoclonales 
dirigidos frente a determinadas moléculas que actúan como puntos de control 
del sistema inmune, está demostrando ser una opción prometedora para el 
tratamiento de tumores sólidos, entre ellos el cáncer de pulmón. En este 
sentido se están llevando a cabo varios ensayos clínicos a gran escala 
destinados tanto a evaluar la eficacia de dichos tratamientos, como a tratar de 
diseñar test inmunohistoquímicos mediante los cuales cuantificar la  
expresión de dichas moléculas e implementar criterios de evaluación 
uniformes que permitan una adecuada selección de los pacientes susceptibles 
de verse beneficiados con estas terapias. Una de las terapias hasta el 
momento más prometedora parece ser la que utiliza anticuerpos dirigidos 
tanto frente a PD-1 como a sus ligandos de la familia B7; de entre ellos, PD-L1 
es el biomarcador de inmunoterapia más estudiado en los ensayos clínicos de 
cáncer de pulmón (Yang 2014, Massarelli 2014).  
Hasta la fecha se han desarrollado numerosos anticuerpos monoclonales 
primarios dirigidos bien frente a PD-1 bien frente a su ligando PD-L1, algunos 
de los cuales van asociados al empleo de determinados fármacos: nivolumab y  
pembrolizumab para PD-1 y atezolizumab, durvalumab y avelumab para PD-
L1. Los fármacos atezolizumab y durvalumab se unen a PD-1 sin activarlo, 
bloqueando con su unión la interacción con el ligando PD-L1, y en 
consecuencia demostrando su efecto beneficioso en diferentes tipos de 
tumores (Herbst RS 2014, Stewart 2015, Rebelatto 2015, Borczuk 2015). En el 
carcinoma de pulmón los estudios se han realizado fundamentalmente en las 
variantes histológicas no célula pequeña; aunque ya están en desarrollo 
ensayos clínicos en pacientes con histología de célula pequeña, su utilidad 
está aún por determinar (Sun 2006, Yu 2017). En consecuencia y debido a las 
escasas publicaciones centradas en el CPCP (Schultheis 2015, Ishii 2015, Yu 
2017, Antonia 2016), la evaluación de la expresión inmunohistoquímica de 
PD-L1 ha estado basada en la gran cantidad de datos disponibles respecto al 
CPNCP, los cuales han sido recientemente resumidos en el atlas de test 
inmunohistoquímico para PD-L1 de la IASCL (2017). 
I. Estudios cuantitativos 
1. Cuantificación de linfocitos T CD8+ 
La importancia de la actividad de los linfocitos T en los TILS es un hecho 
conocido (Aerts 2013) y el fundamento de la inclusión en este estudio de la 
valoración cuantitativa de la subpoblación CD8+ mediante métodos 
automatizados. En las muestras de la serie, tal y como era previsible en virtud 
del procedimiento más frecuentemente utilizado para las tomas biópsicas, se 
incluía representación de pared o mucosa bronquial, en los que existían 
infiltrados linfoides. Estos están presentes en el corion del tejido no neoplásico 
en condiciones normales, y forman parte del denominado “tejido linfoide 
asociado a mucosas”, constituido mayoritariamente por linfocitos B CD20+, 
que son negativos para marcadores de células T (CD3, CD4 y CD8) y por tanto 
fácilmente distinguibles de éstos con tinción inmunohistoquímica para CD8. 
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En este estudio observamos una inversión en la composición de los infiltrados 
linfoides de la mucosa bronquial: en los casos en los que las células 
neoplásicas invadían el bronquio, los linfocitos CD8+ acompañaban al tumor y 
se convertían en el subtipo celular mayoritario en el corion bronquial. Este 
hallazgo corrobora lo que hemos observado en otros tipos histológicos de 
carcinoma de pulmón (Conde 2017, enviado a publicación).  
2. Valoración de la expresión inmunohistoquímica de PD-L1 
2.1. En las células tumorales  
En nuestra serie, el porcentaje de casos en los que se observó tinción 
inmunohistoquímica para PD-L1 en las células tumorales fue del 48,89%, 
mostrando una amplia variabilidad entre el valor máximo del 80% y mínimo 
inferior al 1%, pero en líneas generales siendo un porcentaje mayoritariamente 
bajo, con valores inferiores o iguales al 10% de positividad en el 75% de los 
casos. Respecto de las publicaciones científicas centradas en el estudio de la 
expresión de PD-L1 en el CPCP, el grupo de Shultheis et al (2015) no encontró 
positividad alguna para este biomarcador en células tumorales utilizando dos 
clones de PD-L1 (5H1 y E1L3N) y en el reciente estudio del grupo de Yu et al 
(2017)  empleando los clones SP142 y 28-8 de PD-L1, la prevalencia global de 
expresión inmunohistoquímica para este biomarcador ha sido bastante baja 
(16.5%) sin encontrar marcadas diferencias entre muestras de pacientes con 
EL y EE. En contrapartida, el grupo de Ishii et al (2015) publicó un porcentaje 
de positividad de un 71,6% del total de 102 pacientes de la serie al considerar 
tinción positiva para PD-L1 la presente en la membrana y/o citoplasma de las 
células tumorales. Las grandes diferencias encontradas en estos porcentajes, 
entre las pocas evidencias científicas disponibles hasta el momento, pudieran 
estar en relación, entre otros factores, con: 1) el tipo de clon PD-L1 utilizado 
en el estudio inmunohistoquímico; 2) el amplio rango en el valor porcentual 
mínimo estipulado para considerar una muestra como positiva, que según los 
autores varía entre el 1% y el 50% (Brahmer 2010, Taube 2012, Ishii 2015, 
Schultheis 2015, Antonia 2016); 3) las diferencias en el método de examen de 
las muestras (evaluación de secciones histológicas completas frente a varios 
campos de gran aumento seleccionados de forma aleatoria e incluso en 
algunos trabajos, la utilización de matrices de tejido). Este último factor es 
especialmente importante en el CPCP, ya que, a diferencia de otros subtipos 
histológicos, raras veces se tratan con cirugía, y el tejido tumoral del que se 
dispone para estudios complementarios es, en la gran mayoría de los 
pacientes, muy escaso. Además, este tejido no siempre corresponde al tumor 
primario, sino que puede proceder de biopsias de metástasis ganglionares u 
otros órganos a distancia; así, a la necesidad de tener en cuenta en el análisis 
las diferencias inherentes a la propia heterogeneidad tumoral, hay que añadir 
los posibles cambios de las células tumorales al adquirir potencial 
metastásico.  
Siguiendo las recomendaciones del atlas de test inmunohistoquímico para PD-
L1 del IASLC (Tsao 2017), en nuestro estudio, la intensidad de tinción para 
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PD-L1 no ha sido considerada para la clasificación de las muestras como 
positivas o negativas, pero es importante destacar que la tinción predominante 
fue la intensa, que alcanzó el 88.64% de las muestras. Algunos autores han 
establecido un rango más amplio de categorías para definir esta intensidad 
(Schultheis 2015, Ilie 2016) excluyendo además aquellos casos que siendo 
positivos no alcanzan un determinado nivel de intensidad.  
El patrón de tinción intracelular predominante fue el citoplasmático, que en 
nuestra serie alcanzó un 54,55% frente al 45,45% de los casos que mostraron 
un patrón de tinción similar en citoplasma y membrana. Este patrón fue 
también el mayoritario en el grupo de expresión de PD-L1 en “células 
tumorales aisladas”, siendo además en esta categoría el porcentaje superior, 
ya que alcanzó un 70,59% frente al 29,41% del segundo patrón. En referencia 
al CPNCP y en base al recientemente publicado atlas de test 
inmunohistoquímico para PD-L1 del IASCL (Tsao 2017), las especificaciones 
para la valoración de los diferentes test inmunohistoquímicos disponibles 
definen la positividad para este biomarcador como la presencia de tinción 
membranosa, independientemente de su intensidad y de que aparezca solo en 
parte de la membrana o en toda su circunferencia. Respecto al patrón de 
tinción en el CPCP, mientras que la mayoría de los autores considera positiva 
principalmente la tinción membranosa (Ishii 2015, Yu 2017), la presencia de 
positividad en citoplasma, aún siendo débil, se valora como positiva (Teixidó 
2015, Ishii 2015, Yu 2017). A esta variabilidad anteriormente detallada, hay 
que sumar la dificultad añadida relativa a las propias características de las 
células neoplásicas del CPCP. Este conjunto de factores podrían explicar las 
diferencias en los patrones de tinción descritos así como la gran variabilidad 
porcentual observada en la expresión de PD-L1. En concreto en el CPCP  la 
valoración del patrón de tinción de PD-L1 se ve dificultada por: 1) el reducido 
tamaño de las células neoplásicas, dotadas de escaso citoplasma, que dificulta 
la diferenciación entre la localización membranosa y la citoplasmática de la 
tinción; y 2) el artefacto de arrastre cromatínico de las células tumorales: este 
hallazgo, que por su frecuente aparición en el CPCP ha llevado a considerarlo 
como un criterio morfológico de apoyo al diagnóstico, conlleva una 
considerable dificultad al hacer el recuento del número total de núcleos de 
células tumorales en las áreas a valorar, ya sea mediante un procedimiento 
automático o mediante microscopía óptica. Este artefacto se observa también 
en ocasiones en las células linfoides (también de pequeño tamaño y dotadas 
de escaso citoplasma), por lo que a la dificultad previa hay que añadir las 
encontradas al intentar diferenciar las células neoplásicas de los linfocitos. 
Esta situación está llevando a algunos autores a recomendar la evaluación 
conjunta o consecutiva de CD8 y de PD-L1 (Conde 2017, enviado a 
publicación).  
En relación a la ubicación de las células tumorales PD-L1+ en el interior de los 
nidos neoplásicos, el patrón predominante observado fue aquél en el que las 
células tumorales PD-L1+ se situaban en la zona periférica de los nidos 
(70,45%). Este predominio se observó también en el grupo con células 
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tumorales PD-L1+ aisladas. Este resultado está en la línea actual de 
conocimientos sobre el funcionamiento biológico del eje PD-L1/PD-1 relativos 
a la necesidad de interacción de este ligando y su receptor en los infiltrados 
inflamatorios asociados al tumor (Aerts 2013). Esta localización tan periférica 
podría también contribuir a explicar las enormes diferencias de positividad en 
las distintas series, al ser muy difícil distinguir la positividad del componente 
tumoral de la del componente inflamatorio (Schultheis 2015, Ishii 2015).  
2.2. En los TILs  
La mayoría de los trabajos publicados se centran únicamente en el estudio de 
la expresión de PD-L1 en las células tumorales, mientras que, algunos autores 
también evalúan la tinción inmunohistoquímica de este biomarcador en los 
TILs (Schultheis 2015, Yu 2017). En la serie que aquí se presenta, el 
porcentaje de expresión de PD-L1 en los TILs alcanzó el 58,89% de positividad, 
siendo este valor muy similar al descrito por el grupo de Schultheis et al 
(2015) que describió un 48% de casos positivos en su serie. Similares 
porcentajes han sido publicados por el grupo de Yu et al (2017), demostrando 
expresión de PD-L1 en el infiltrado inmune intratumoral en rangos del 56,3% 
(clon SP142) y del 44,8% (clon 28-8). En líneas generales, el porcentaje de 
células PD-L1+ sobre el total de células inflamatorias en el área evaluada fue 
superior al observado para las células tumorales, encontrando valores 
inferiores o iguales al 10% de positividad en el 75% de los casos con rango 
máximo del 100% y mínimos inferiores al 1%. En conjunto, todos estos datos, 
parecen indicar que, en el CPCP, el porcentaje de expresión de PD-L1 es 
superior en los TILs en comparación con la expresión para este biomarcador 
en las células tumorales. Es importante destacar que, en nuestro estudio, el 
porcentaje de expresión de PD-L1 en los TILs se sitúa en los valores máximos 
utilizados por los distintos autores a la hora de considerar positiva la tinción 
de PD-L1, tanto en la variante de CPCP como en otros subtipos histológicos 
(Schultheis 2015, Tsao 2017). Las consideraciones relativas a la influencia de 
las características propias del carcinoma de células pequeñas en la valoración 
de la expresión de PD-L1 son también aplicables a los TILs, tal y como ya se 
ha comentado previamente. En cuanto a la influencia de los factores relativos 
a las limitaciones derivadas del tipo y del tamaño de la muestra, algunos 
autores han comparado los hallazgos obtenidos en biopsias frente a piezas 
quirúrgicas en el CPNCP, observándose que del total de casos en los que se 
detectó expresión de PD-L1+ para los TILs en la pieza quirúrgica pero no en la 
biopsia, hasta en un 75% de los casos, esta positividad estaba presente 
únicamente en el componente de células inflamatorias asociado al tumor, 
mientras que en el 25% restante la positividad se observó tanto en las células 
tumorales como en las células inmunes asociadas al tumor (Ilie 2016). Este 
resultado permite sugerir que probablemente se infraestima la positividad de 
PD-L1 en las muestras biópsicas, especialmente en relación con los TILs. 
En los TILs PD-L1+ se observó, al igual que en las células tumorales, 
predominio de la tinción intensa sobre la débil; este predominio fue además 
superior al observado en el componente epitelial de la neoplasia, con un 
145 
 
94,34% de casos con tinción intensa frente al 5,66% con tinción débil, y se 
mantuvo en los casos con células inflamatorias PD-L1+ aisladas, en las que se 
observó tinción intensa en un 81,82% frente al 18,18% de casos con tinción 
débil. Esta menor relevancia de la intensidad de tinción corrobora que, tanto 
para las células tumorales como para las células inflamatorias, lo más 
importante es el porcentaje de las mismas que aparecen teñidas, lo que ha 
relegado el uso de los llamados “H-scores” para su cuantificación (atlas IASLC 
2017).  
La valoración del patrón de tinción intracelular en las células inflamatorias 
asociadas al tumor hizo necesario tener en consideración las características 
morfológicas de los tipos celulares representados en los infiltrados 
inflamatorios asociados al tumor, esto es, los macrófagos y los linfocitos. Así, 
en los estudios realizados por otros autores (Tsao 2017), en las células con 
citoplasmas amplios y límites celulares fácilmente discernibles como los 
macrófagos y las células dendríticas, la tinción se define como membranosa. 
En el caso de las células linfoides, y debido a su escaso citoplasma, la 
localización de la tinción es mucho más difícil de precisar, aunque algunos la 
describen como citoplasmática y “en gota” (Herbst 2014, Ilie 2016). Teniendo 
en cuenta este hecho, para valorar la tinción intracelular de PD-L1 en los TILs, 
se añadió a los dos patrones de tinción intracelular un tercer patrón 
caracterizado por el predominio de la tinción membranosa sobre la 
citoplasmática, denominado “membrana>citoplasma”. Este patrón fue el 
observado con mayor frecuencia, encontrándose en un 50,94% de los casos 
frente al 24,53% de cada uno de los dos patrones restantes. En el grupo de 
casos TILs con células PD-L1+ aisladas, el patrón de tinción intracelular 
mayoritario fue el de similar intensidad en la membrana que en el citoplasma, 
alcanzando el 45,45% del total de casos positivos frente al 27,27% observado 
para cada uno de los dos patrones de tinción intracelular restantes. Este 
resultado permite sugerir que existe asociación entre la expresión porcentual 
de PD-L1 en los TILs y el patrón de tinción intracelular para dicho marcador, 
en probable relación con la variación de su localización intracelular en función 
del número de células inflamatorias PD-L1+; el análisis posterior permitió 
confirmar estadísticamente esta observación. 
En cuanto a la localización de las células inflamatorias PD-L1+ en los 
diferentes componentes del tumor, observamos un discreto predominio de la 
presencia simultánea de células PD-L1+ en el estroma y en los nidos 
neoplásicos frente a la localización exclusiva en el estroma o en el interior de 
los agregados neoplásicos (50,94% frente al 41,51% y al 7,55%, 
respectivamente). De los 5 patrones de localización definidos en el estudio, el 
predominante fue el patrón “interfase estroma/tumor>estroma 
peritumoral>intratumorales”, suponiendo un 43,39% del total de casos con 
TILs PD-L1+. Tanto en los casos con células positivas situadas en el estroma y 
en los nidos neoplásicos como en los casos con células inmunorreactivas 
presentes únicamente en el estroma, éstas eran más numerosas en el área 
estromal inmediatamente adyacente a los nidos neoplásicos que el localizado a 
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cierta distancia de los agregados neoplásicos, entre unos nidos tumorales y 
otros. Este resultado está en consonancia con las más recientes 
especificaciones relativas a la valoración de PD-L1 en los TILs, en las que se 
recomienda la inclusión exclusiva en el análisis del estroma inmediatamente 
adyacente a los nidos neoplásicos (Tsao 2017). En cuanto a su presencia en el 
interior de los nidos neoplásicos, ya fuera de forma exclusiva o asociada a la 
localización estromal, las células inflamatorias PD-L1+ aparecían con más 
frecuencia distribuidas de forma similar en el área central y en la periferia sin 
mostrar preferencia por ésta última, a diferencia de lo observado en las células 
tumorales PD-L1+. También se encontraron diferencias en la localización de 
las células inflamatorias PD-L1+ aisladas que se situaban mayoritariamente 
de forma exclusiva en el estroma (54,55%) frente a la localización exclusiva en 
el interior de los nidos neoplásicos (27,27%) y a la colocalización tanto en 
estroma como en los agregados epiteliales del tumor (18,18%).  
Con respecto al patrón de composición de los TILs PD-L1+, el mayoritario fue 
aquel en el que predominaban los macrófagos sobre los linfocitos (45,28%), 
seguido del patrón inverso (“macrófagos<linfocitos”, 33,96%) y por último del 
patrón con similar representación de ambos tipos celulares (20,76%). La 
presencia de infiltrados inflamatorios asociados al tumor PD-L1+ a expensas 
de células de estirpe macrofágica ha sido también descrita por otros autores. 
El grupo de Shultheis et al (2015) describió un porcentaje inferior al de 
nuestra serie (18,5%) mientras que el grupo de Yu et al (2017), detalló 
porcentajes de expresión PD-L1 elevados, tanto en enfermedad limitada (clon 
SP142 [56,3%] y clon 28-8 [44,8%] en células con citoplasma claramente 
identificable sugestivas de ser macrófagos y células dendríticas) como en 
enfermedad extendida. El elevado porcentaje de casos en nuestra serie con 
macrófagos PD-L1+ puede deberse a la inclusión en el análisis de las muestras 
en las que observamos expresión de dicho marcador en los macrófagos 
intraalveolares situados en el tejido pulmonar adyacente a la neoplasia, a los 
que se definió como “macrófagos intraalveolares yuxtatumorales”. La tinción 
de PD-L1 observada era mayoritariamente intensa y de patrón citoplasmático 
predominante. Consideramos que la tinción de estos macrófagos no puede 
considerarse inespecífica, ya que: 1) la positividad para PD-L1 era equiparable 
desde el punto de vista inmunohistoquímico al de otros tipos celulares 
evaluados; 2) no aparece de forma indiscriminada en todos los casos; y 3) la 
tinción es especialmente significativa en intensidad y representación 
porcentual en los casos con diseminación tumoral intraalveolar marcada, en 
los que la mayoría de los macrófagos descamados son PD-L1+ positivos. En 
estos últimos casos los macrófagos PD-L1+ aparecían no solo a cierta 
distancia del tumor, sino también en la zona periférica y en el interior de los 
nidos tumorales intraalveolares. A fin de evitar la excesiva subcategorización, 
y dado que se observaban con más frecuencia en el tejido situado a cierta 
distancia del tumor, los macrófagos intraalveolares PD-L1+ se consideraron en 
el análisis posterior como TILs PD-L1+ localizados en el estroma peritumoral. 
También se observó en algunos casos expresión inequívoca de PD-L1 en las 
células endoteliales de los capilares alveolares; aunque esta tinción ya ha sido 
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descrita por otros autores (Sharpe 2007, Parsa 2007, Brahmer 2012), su 
relevancia biológica está aún por determinar. 
En cuanto a la composición de los infiltrados inflamatorios con células PD-L1+ 
aisladas, éstos se componían en mayor medida de linfocitos que de células de 
estirpe macrofágica, es decir, el patrón predominante fue el denominado 
“macrófagos<linfocitos”. Este patrón suponía un 45,45% del total de casos con 
células PD-L1+ aisladas en los TILs, frente al 27,27% observado para cada uno 
de los dos patrones de composición celular restantes (“macrófagos>linfocitos” 
y “macrófagos=linfocitos”). Si bien la significación biológica de las diferencias 
de composición de los infiltrados requieren probablemente un mayor número 
de estudios, en las últimas publicaciones se propone que la valoración de PD-
L1 en los TILs se realice únicamente en función de la presencia o ausencia de 
tinción, sin tener en cuenta el tipo de célula inflamatoria que exprese dicho 
marcador (Tsao 2017).  
Según lo expuesto previamente, en lo que respecta a TILs y a diferencia de lo 
observado en las células tumorales, el patrón de tinción de PD-L1 intracelular, 
su localización en los distintos componentes de la neoplasia y la composición 
de los TILs se modifican dependiendo del porcentaje de células PD-L1+ sobre 
el total de células inflamatorias evaluadas. Esto permitiría sugerir que la 
variación en el porcentaje de células PD-L1 positivas en los TILs es un factor 
capaz de modificar y/o verse modificado por las características y la dinámica 
del microambiente inmune y del propio antígeno PD-L1.  
II.  Asociación de la expresión de PD-L1 en las células tumorales y en los 
TILs 
En nuestra serie hemos observado una tendencia a la concordancia en la 
presencia o ausencia de expresión de dicho marcador entre las células 
tumorales y los TILs (p<0.001). Así, en la mayoría de los casos con células 
tumorales negativas para PD-L1 tampoco se detectó tinción para este 
biomarcador en los TILs (76,09% de los casos frente al 23,91% de los casos 
con células tumorales PD-L1- que resultaron PD-L1+ en los TILs). Del total de 
casos con células tumorales PD-L1+, en un 95,45% también se observó 
expresión de dicho marcador en las células inflamatorias, y únicamente en el 
4,55% de los casos con células tumorales PD-L1+ no se observó expresión 
asociada en las células inflamatorias. El porcentaje de casos con células 
tumorales PD-L1- y TILs PD-L1+ fue del 23,91%. Esta tendencia a la 
asociación se mantenía en los casos de baja expresión porcentual de PD-L1 en 
las células neoplásicas, esto es, en la categoría de “células tumorales PD-L1+ 
aisladas”. En los casos de la serie con células inflamatorias PD-L1+ aisladas 
también se mantenía la tendencia a la coexpresión de dicho marcador en las 
células tumorales observada en casos con TILs PD-L1+ en cifras porcentuales 
superiores. Así, en este grupo se identificaron células tumorales PD-L1+ en el 
81,82% de los casos frente al 18,18% con resultado negativo en las células 
neoplásicas. La proporción de células tumorales PD-L1+ sobre el total de 
células neoplásicas del área evaluada se situaba no obstante, al igual que 
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sucedía con el grupo de células tumorales PD-L1+ aisladas, en cifras 
porcentuales bajas. Además, en este grupo el patrón de tinción intracelular 
mayoritario en las células tumorales fue el denominado 
“membrana=citoplasma”, presente en un 55,56% frente al 44,44% en el que 
predominó la tinción citoplasmática sobre la membranosa (patrón 
“citoplasma>membrana”). Por tanto, existe asociación no solo entre el 
resultado de la tinción inmunohistoquímica entre las células tumorales y los 
TILs, sino también con su representación porcentual sobre el total de células 
evaluadas y, en los casos con células tumorales PD-L1+, con el patrón de 
tinción intracelular de éstas. En el grupo de casos con coexpresión de PD-L1 
en las células inflamatorias y en las células tumorales no parece sin embargo 
que exista asociación con la intensidad de tinción ni con la localización 
intratumoral de las células neoplásicas: en este grupo se observó, al igual que 
en el total de casos de la serie, predominio de la tinción intensa (77,78% frente 
al 22,22% de los casos con tinción débil) y de la localización de las células 
tumorales PD-L1+ en la periferia de los nidos neoplásicos, con arreglo al 
patrón denominado “periferia>centro de los nidos tumorales” (44,45% de los 
casos, frente al 33,33% con células tumorales PD-L1+ presentes solo en la 
periferia de los nidos y al 22,22% de los casos en los que se observaban en 
número similar en la periferia y en el centro de los agregados neoplásicos).  
En cuanto a la asociación entre el patrón de localización de los TILs PD-L1+ y 
la expresión de dicho marcador en las células tumorales, el patrón “interfase 
estroma/tumor> estroma peritumoral> intratumorales” fue el predominante 
tanto en los casos con células tumorales PD-L1+ como en los casos negativos; 
además, en estos últimos no se identificaron TILs+ de localización exclusiva en 
el interior de los nidos neoplásicos, presentes únicamente en caso de 
coexpresión de dicho marcador en las células tumorales. Este resultado 
apoyaría la hipótesis de que la localización de los TILs PD-L1+ en los distintos 
componentes del tumor se vería modificada no solo por la variación en la 
expresión porcentual de PD-L1 en los TILs mencionada previamente, sino 
también por la presencia o ausencia de expresión de PD-L1 en las células 
tumorales. Otros autores también han encontrado diferencias en la 
localización de las células inflamatorias PD-L1+ en función de la expresión de 
dicho marcador en las células tumorales, si bien con patrones diferentes. Ilie 
et al (2016) describen que las células inmunes PD-L1+ presentes en tumores 
con células neoplásicas PD-L1+ se localizan mayoritariamente en los tractos 
de estroma entre los nidos neoplásicos o en el interior de los nidos epiteliales 
neoplásicos, mientras que las que aparecen en los tumores PD-L1- se localizan 
mayoritariamente en forma de agregados tanto en el interior de los nidos 
tumorales como en la interfase estroma-tumor y el estroma localizado en la 





III. Asociación de variables clínicas con la expresión inmunohistoquímica 
de PD-L1 
1. En las células tumorales 
En este estudio no hemos observado asociación estadísticamente significativa 
entre los resultados de la expresión de PD-L1 en las células tumorales 
(intensidad, patrón de tinción intracelular y localización en los nidos 
neoplásicos) con ninguna de las variables clínicas evaluadas. La ausencia de 
expresión de PD-L1 en células tumorales, aunque sin alcanzar significación 
estadística, ha mostrado una tendencia a la asociación con la aparición de 
recidiva tumoral. Así, en los pacientes con recidiva se observó un ligero 
predominio de muestras con ausencia de expresión de PD-L1 en las células 
tumorales sobre los casos PD-L1+ (58,33% frente a 41,67%), mientras que en 
los pacientes sin evidencia de recidiva, el porcentaje de casos PD-L1+ era 
superior al de los casos con resultado negativo en el test (61,9% frente a 
38,1%). Aunque estos resultados no son estadísticamente significativos, están 
alineados con los hallazgos de algunos autores que encuentran mayor 
supervivencia global en los pacientes PD-L1 positivos, incluso en el análisis 
multivariante (Ishii 2015).  
En cuanto a la evaluación de la asociación entre la expresión 
inmunohistoquímica de PD-L1, la supervivencia global y el intervalo libre de 
enfermedad hay que tener presente que se ve dificultada por el mal pronóstico 
de los pacientes inherente al comportamiento biológico de este tipo de 
neoplasia y a su pobre respuesta a los tratamientos actualmente en uso 
(Travis 2012), lo que conlleva una disminución rápida del número de pacientes 
y la consiguiente pérdida de potencia estadística.  
2. En los TILs 
En este estudio no hemos observado asociación estadísticamente significativa 
entre los resultados de la expresión de PD-L1 en los TILs con ninguna de las 
variables clínicas evaluadas. Tampoco se observó significación estadística ni 
tendencia a la asociación entre la expresión de PD-L1 en TILs y la aparición de  
recidiva.   
IV. Estudio de grupos de expresión inmunohistoquímica combinada de 
PD-L1 en las células tumorales y en los TILs 
La clasificación de los tumores en base al estatus combinado de expresión de 
PD-L1 tanto en células tumorales como en TILs ha sido propuesta por algunos 
autores por su utilidad para seleccionar pacientes con mayor probabilidad de 
responder a la inmunoterapia (Teng 2015). En nuestra serie, los grupos 
combinados más numerosos fueron T+/I+ y T-/I-, en los que se incluían el 
46,67% y el 38,89% de los casos respectivamente. Los dos grupos restantes 
comprendían el 12,22% (T-/I+) y el 2,22% (T+/I-). La agrupación de los 
tumores según expresión combinada tampoco se asoció de forma 
estadísticamente significativa con ninguna de las variables analizadas. En 
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relación al estadio N, se ha encontrado una asociación estadísticamente 
significativa de esta variable con los grupos obtenidos por combinación T/I. 
En los casos con metástasis ganglionares en estadio N2, se observó un 
predominio de los casos pertenecientes al grupo T+/I+ (64,29%). Aunque este 
resultado pudiera llevar a sugerir una asociación de la coexpresión de PD-L1 
con estadios avanzados, hay que tener en cuenta que: 1) el grupo T+/I+ 
también fue el predominante en los casos sin metástasis ganglionares (42,86% 
del total de casos N0); 2) en los casos con metástasis ganglionares estadio N3 
el grupo predominante fue el T-/I-, con un 55,17% frente al 37,93% del grupo 
T+/I+ y 3) en los casos N1 no fue el grupo T+/I+ el predominante, sino el T-
/I+, con un 50% de los casos frente al 16,67% del primero de ellos. La 
distribución por grupos parece pues seguir la proporción numérica global que 
presentan en la serie; aunque el grupo T+/I- no aparece en los casos con 
metástasis ganglionares, sino únicamente en el estadio N0, al ser el menos 
representado de ello no puede deducirse asociación con un mejor pronóstico. 
Tampoco puede establecerse asociación entre la concordancia del resultado de 
la tinción entre las células tumorales y las inflamatorias y el estadio N, puesto 
que los grupos con tinción análoga de ambos componentes son los más 
numerosos tanto entre los casos sin metástasis como entre los estadios 
ganglionares avanzados. 
En cuanto al estado del paciente en el último seguimiento, el análisis dio un 
resultado similar al descrito para el estadio N, con una asociación 
estadísticamente significativa de esta variable con los grupos obtenidos por 
combinación T/I. Así, y aunque entre los fallecidos por la enfermedad el grupo 
más numeroso fue el T+/I+ con un 42,59%, el grupo T-/I- se encontraba 
representado en una proporción similar (40,74%); ambos eran además los 
predominantes entre los casos vivos sin evidencia de enfermedad (40% para 
cada uno de los grupos). En el grupo de pacientes vivos con enfermedad 
únicamente se observaron casos pertenecientes a los grupos T+/I+ y T-/I-, con 
representación mayoritaria del primero (75%, frente al 25% del segundo). El 
único paciente vivo sin enfermedad pertenecía al grupo T+/I- (el menos 
numeroso de la serie) pero su escasa representación impide que de este hecho 
se infiera ninguna conclusión. 
V. Análisis de la tinción inmunohistoquímica de PD-L1 en las células 
tumorales y en los TILs según los intervalos recogidos por IASLC para el 
clon SP142 (Ventana®) 
En la última parte de este estudio los casos se agruparon en función de la 
expresión porcentual de PD-L1 en las células tumorales y en los infiltrados 
inflamatorios asociados al tumor según los intervalos especificados para el test 
inmunohistoquímico con el clon SP142 recogidas por la IASLC para el CPNCP.  
La redistribución de la serie con arreglo a estos valores porcentuales supone 
una disminución del porcentaje total de casos con células tumorales PD-L1+. 
Esto puede atribuirse a la reclasificación de los casos con expresión inferior al 
1% (el grupo con “células tumorales PD-L1+ aisladas”), considerados 
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previamente como positivos, en la categoría TC0, que correspondería a los 
casos interpretados como negativos. Hay que tener presente que los intervalos 
recogidos en la IASLC se han establecido tras la evaluación de PD-L1 en el 
CPNCP, en concreto el AC y el CE. El hecho de que, tal y como se ha descrito 
en este estudio, la expresión de PD-L1 en el CPCP se muestra con frecuencia 
en un porcentaje reducido de células sobre el total de células tumorales 
evaluadas (con un 75% de los casos situados en valores ≤10%), podría hacer 
necesaria la definición de scores de tinción específicos para este subtipo 
histológico. 
El análisis de la expresión inmunohistoquímica de PD-L1 tras la agrupación 
de los casos en las categorías mencionadas muestra observaciones muy 
parecidas a las ya expuestas previamente con algunas de las variables 
estudiadas como la  intensidad y el patrón de tinción, así como con la 
localización de las células tumorales PD-L1+ en los nidos neoplásicos.  
En relación al tipo de tinción, la intensa  fue la más observada en todos los 
grupos, y los casos con tinción débil (5,56% del total de casos de la serie) 
pertenecían a las categorías TC0 y TC1, es decir, a aquéllas con menor 
expresión porcentual de PD-L1 en las células tumorales, siendo además más 
numerosos en la primera de ellas que en la segunda (85,56% frente al 14,44% 
del total de casos con tinción débil). Se mantiene pues la observación de que 
existe una asociación entre la intensidad de tinción y la proporción de células 
PD-L1+ en los nidos tumorales. 
En cuanto al patrón de tinción intracelular, el patrón “citoplasma>membrana” 
fue también el observado con más frecuencia en las categorías TC0 y TC1. En 
la categoría TC2 predominaba sin embargo el patrón de similar intensidad 
(“citoplasma=membrana”), y en la TC3 se mostraron en igual número el patrón 
“membrana=citoplasma” y “citoplasma>membrana”. La agrupación por 
categorías demuestra pues la existencia de asociación entre el patrón de 
tinción intracelular de PD-L1 y la proporción de células tumorales PD-L1+ 
sobre el total del área examinada. Este resultado podría ser indicativo de 
cambios en la localización intracelular de PD-L1 en función del número de 
células con expresión de dicho marcador, y estar por tanto relacionada con su 
mayor o menor actividad.  
La agrupación por categorías pone así mismo de manifiesto la asociación de la 
expresión porcentual con la localización de las células PD-L1+ en los nidos 
neoplásicos. El patrón de localización predominante en la serie, 
“periferia>centro de los nidos neoplásicos”, fue también el mayoritario en las 
categorías TC0, TC1 y TC2. Sin embargo, en el grupo TC3 las células 
tumorales PD-L1+ se localizaban en similar cuantía en la periferia y en el 
centro de los nidos.  
La agrupación por categorías apoya así mismo la existencia de asociación 
entre: 1) la tendencia a la concordancia en el resultado de la tinción para PD-
L1 en las células tumorales y en los TILs; 2) la intensidad de tinción en los 
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TILs y el porcentaje de expresión de PD-L1 en las células tumorales; 3) la 
composición de los infiltrados inflamatorios asociados al tumor y la proporción 
de células tumorales PD-L1+; y 4) la localización de los TILs PD-L1+ en los 
distintos componentes del tumor y la expresión de PD-L1 en las células 
tumorales.  
Así, mientras que en las categorías TC1, TC2 y TC3 se observó una única 
muestra con ausencia de expresión de PD-L1 en los TILs, en la categoría TC0 
el 57,14% de los casos resultaron negativos para PD-L1 en los TILs. Aunque la 
tinción de los TILs PD-L1+ fue descrita como intensa en todas las categorías, 
hay que señalar que no se identificaron casos con tinción débil en TC1, TC2 y 
TC3; estos casos aparecían únicamente en la categoría TC0.  
En relación a la composición de los TILs, en las dos categorías con mayor 
número de muestras (TC0, 27 muestras y TC2, 18 muestras), predominaban 
los macrófagos sobre los linfocitos. Esta asociación se relaciona con la 
observada entre las categorías TC y el patrón de tinción intracelular de PD-L1 
en los TILs, ya que en las categorías en las que los macrófagos eran más 
numerosos, el patrón de  tinción membranosa predominaba sobre la 
citoplasmática.  
En cuanto a la relación entre las categorías TC y la localización de las células 
inflamatorias PD-L1+ en los diferentes componentes del tumor, observamos 
que el patrón denominado “interfase estroma/tumor>estroma 
peritumoral>intratumorales” fue el predominante en todas las categorías, 
seguido en frecuencia por los dos patrones de localización estromal exclusiva. 
El patrón menos frecuente fue también en todas ellas el de localización 
exclusiva en el interior de los nidos neoplásicos; en las categorías TC1 y TC3 
no se observaron casos que siguieran este patrón. En cuanto a la 
representación de los dos patrones de localización estromal exclusiva, 
observamos diferencias según la categoría: así, el denominado “estroma 
peritumoral> interfase estroma/tumor” fue el predominante en la categoría 
TC0, mientras que el patrón “interfase estroma/tumor>estroma peritumoral” 
predominó en las categorías TC1, TC2 y TC3. De este resultado podría 
inferirse que existiría un “desplazamiento” de los TILs desde el estroma 
situado entre los nidos neoplásicos hacia el localizado inmediatamente 
adyacente a las células tumorales a medida que aumenta la expresión de PD-
L1 en las células neoplásicas.  
En cuanto a la presencia de linfocitos T CD8+, éstos, al igual que en el total de 
la serie, eran más numerosos en el estroma que en el interior de los nidos 
neoplásicos independientemente del grupo TC.  
Para los TILs, el grupo más numeroso de la serie fue el grupo IC0 (53,33 %) 
seguido del grupo IC3 (30%). Al igual que sucedía con las células tumorales, la 
redistribución de la serie con arreglo a estos valores porcentuales conlleva una 
disminución del porcentaje total de casos con células PD-L1+ en los TILs, por 
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lo que también para las células inflamatorias sería recomendable definir 
scores de evaluación específicas para el CPCP.  
Al igual que en el análisis por categorías de las células tumorales, la tinción 
intensa fue la más frecuentemente observada en todas los grupos IC definidos, 
manteniéndose por tanto en los TILs la observación realizada en las células 
tumorales referida a que la tinción débil de PD-L1 aparece mayoritariamente 
en las categorías con menor expresión porcentual de dicho marcador. Así 
pues, y tal como ya se ha reflejado en esta discusión, la observación de que 
existe una asociación entre la intensidad de tinción y la proporción de células 
PD-L1+ parece poder hacerse extensiva también a las células inflamatorias.   
El análisis por categorías IC apoya la conclusión de que, a diferencia de lo 
observado en las células tumorales, el patrón de tinción intracelular, la 
localización de las células inflamatorias PD-L1+ en los distintos componentes 
de la neoplasia y la composición de los TILs se modifican dependiendo del 
porcentaje de células PD-L1+ sobre el total de células inflamatorias evaluadas. 
En cuanto al patrón de tinción intracelular en las células inflamatorias PD-
L1+, el predominio de la tinción membranosa sobre la citoplasmática fue 
observado con más frecuencia en las categorías IC1, IC2 e IC3; dado que en el 
caso de las células tumorales dicho patrón predominaba en la categoría TC0, 
la hipótesis previamente expuesta de la existencia de cambios en la 
localización intracelular de PD-L1 en función del número de células con 
expresión de dicho marcador (en posible relación con su mayor o menor 
actividad) se produciría de forma inversa en las células inflamatorias 
asociadas al tumor con respecto a las tumorales. En la categoría IC0 el patrón 
de tinción predominante fue el de similar intensidad en la membrana que en el 
citoplasma.  
En relación a la localización de las células inflamatorias PD-L1+ en los 
diferentes componentes del tumor según las categorías IC, observamos que el 
patrón denominado “interfase estroma/tumor>estroma 
peritumoral>intratumorales” fue el predominante en las categorías IC2 e IC3, 
pero no en IC0 ni en IC1. En esta última predominó la localización estromal 
exclusiva, y de los dos patrones incluidos en este epígrafe, el más frecuente 
fue el denominado “interfase estroma/tumor>estroma peritumoral”. En la 
categoría IC0 se observó el mismo número de casos con localización 
intratumoral exclusiva que con localización únicamente estromal, y ambos 
además eran superiores al número de casos con células PD-L1+ presentes de 
forma simultánea en ambos componentes del tumor. En la categoría IC1 
predominó el patrón “interfase estroma/tumor>estroma peritumoral”. Este 
resultado apoya la hipótesis del “desplazamiento” de las células inflamatorias 
en relación al aumento de expresión de PD-L1 en los TILs, que en este caso 
podría describirse como una “propagación” o extensión desde uno de los 
componentes del tumor (el estroma o las células tumorales) al otro.  
En el análisis por categorías también hemos observado asociación significativa 
entre la composición de los infiltrados inflamatorios asociados al tumor y la 
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proporción de células inflamatorias PD-L1+ presentes en los TILs. Así, en la 
categoría IC3 predominaban los macrófagos sobre los linfocitos, mientras que 
en el grupo IC0 e IC2 los TILs se componían mayoritariamente de linfocitos. 
En cuanto a la presencia de linfocitos T CD8+, observamos una inversión de 
los resultados descritos en las categorías TC. Así, los porcentajes máximos de 
linfocitos T en el estroma tumoral  se observaron en la categoría IC3, mientras 
que en la categoría IC1 no solo aparecían las cifras porcentuales más altas de 
células inflamatorias PD-L1 en los nidos neoplásicos, sino que éstas 
superaban a las estromales (≤47% frente a ≤37% en el 75% de los casos). Hay 
que señalar no obstante que en la categoría IC3 también se observaron 
proporciones altas de linfocitos CD8+ en el interior de los nidos neoplásicos 
(≤42% en el 75% de los casos). 
En cuanto a la relación entre las categorías IC con la localización de las 
células tumorales PD-L1+ en los nidos neoplásicos, el patrón de localización 
“periferia>centro de los nidos neoplásicos” fue mayoritario en las categorías 
IC0, IC1 e IC2, en porcentajes del 54,55%, 100% y 55,56%, respectivamente. 
Este predominio se observó también en las categorías TC0, TC1 y TC2, aunque 
en estos grupos la diferencia porcentual en TC0 y TC2 con la representación 
de otros patrones era mayor. Sin embargo, a diferencia del grupo TC3, en el 
que las células tumorales PD-L1+ se localizaban en similar cuantía en la 
periferia y en el centro de los nidos, en la categoría IC3 el patrón de 
localización predominante fue también el denominado “periferia>centro de los 
nidos neoplásicos”. Los casos en los que las células PD-L1+ se situaban 
únicamente en la periferia de los nidos y/o en similar cuantía en el centro y en 
la periferia aparecían en las categorías IC0, IC2 e IC3, siendo especialmente 
numerosas en la primera de ellas. En el grupo IC1 no se observó 
representación de estos patrones. Parece pues que la asociación entre la 
distribución de las células PD-L1+ en los nidos tumorales y su representación 
porcentual sobre el total de células neoplásicas descrita en el análisis de las 
categorías TC se modifica en los casos con mayor expresión porcentual de PD-
L1 en los TILs.  
El análisis de la expresión de PD-L1 en las células tumorales según categorías 
IC también apoya la tendencia a la concordancia en la presencia o ausencia de 
expresión de dicho marcador en las células neoplásicas y las células 
inflamatorias. Así, en el grupo IC0 predominaban los casos con células 
tumorales PD-L1- (77,08%), mientras que en las categorías IC1, IC2 e IC3 se 
observó mayoría de casos con células tumorales PD-L1+, con proporciones del 
75%, 81,82% y 77,78%, respectivamente. Es necesario no obstante señalar 
que en todas las categorías, aunque fuera en número muy reducido, se 
encontraron casos con células tumorales PD-L1-. En los casos con células 
tumorales PD-L1+ la tinción intensa fue la más frecuentemente observada en 
todas las categorías. La tinción débil se observó en las categorías IC0 e IC2, 
siendo más numerosa en esta última, y no aparecía representada en las 
categorías IC1 e IC3 (p< 0.001). 
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VI. Asociación de variables clínicas con la expresión inmunohistoquímica 
de PD-L1 en el tumor y en los TILs según los intervalos recogidos por 
IASLC para el clon SP142 (Ventana®) 
La agrupación de los casos según categorías TC tampoco ha conseguido 
demostrar asociación estadísticamente significativa de los distintos aspectos 
de expresión de PD-L1 en las células tumorales con las variables clínicas 
incluidas en el estudio. En las categorías IC se ha observado una asociación 
significativa con el estadio (enfermedad localizada versus enfermedad extensa), 
observándose que los pacientes con enfermedad localizada se incluían 
mayoritariamente en la categoría IC3, mientras que aquéllos con enfermedad 
extensa pertenecían en su mayor parte a la categoría IC0. En la misma línea 
hemos encontrado que los casos de la categoría IC0 tienen mayor capacidad 
de metastatizar que los casos IC3 (62.86% versus 39.13% respectivamente, 
p=0.038). Estos resultados dotan de importancia a la expresión de PD-L1 en el 
componente inflamatorio en el CPCP. En el trabajo de Ishii et al. la expresión 
de PD-L1 confiere buen pronóstico (asociación con mayor supervivencia global 
y enfermedad limitada) en el CPCP, sin embargo no especifican si la expresión 
es de las células tumorales o de los TILs. Hasta donde conocemos, no hay 
trabajos que identifiquen el papel pronóstico de la expresión de este 
























1. En una serie de 90 muestras de carcinoma de pulmón de células pequeñas 
(CPCP), se ha observado, en las células tumorales, tinción 
inmunohistoquímica positiva para PD-L1 en el 48,89% de los casos. En las 
células inflamatorias asociadas al tumor o TILs, este porcentaje asciende al 
58,89%.  
 
2. En las células tumorales, el patrón de tinción predominante ha sido el 
intenso sobre el débil, observándose en el 88,64% de los casos. Respecto al 
patrón de tinción intracelular, un 54,55% de los casos presenta mayor tinción 
en el citoplasma que en la membrana.  
 
3.  En los TILs también se ha observado predominio de la tinción intensa en el 
94,34% de los casos. Al contrario que en las células tumorales, el patrón de 
tinción intracelular predominante ha sido el membranoso (50,94% de los 
casos).  
 
4. Las células tumorales PD-L1+ se situaban mayoritariamente en la zona 
periférica de los nidos tumorales (70,45%). En los TILs PD-L1+ se ha 
observado un discreto predominio de la presencia simultánea tanto en 
estroma como en los nidos neoplásicos (50,94%) frente a la localización 
exclusiva en el estroma o en el interior de los agregados tumorales (41,51% y 
7,55%, respectivamente).  
 
5. En la composición celular de los TILs PD-L1+, el linaje celular predominante 
ha sido la estirpe macrofágica sobre la linfocitaria (45,28% de los casos). En 
los casos de TILs con células PD-L1+ en cuantía menor al 1%, la composición 
celular se invertía predominando los linfocitos sobre los macrófagos. 
 
6. No hemos encontrado asociación estadísticamente significativa entre la 
expresión inmunohistoquímica de PD-L1, tanto en las células tumorales como 
en los TILs, con ninguna de las variables clínicas evaluadas. La ausencia de 
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expresión de PD-L1 en las células tumorales, aunque no llega a alcanzar 
significación estadística, muestra una tendencia a la asociación con la recidiva 
tumoral (p=0,057).   
 
7. La agrupación de los tumores en base al estatus combinado de expresión de 
PD-L1 en células tumorales y en los TILs ha mostrado que, en el CPCP, los 
grupos más numerosos son aquéllos que muestran concordancia en el 
resultado de la tinción para este biomarcador en ambos componentes de la 
neoplasia. Esta agrupación no se asoció de manera estadísticamente 
significativa con ninguna de las variables clínicas evaluadas, a excepción de la 
afectación ganglionar (p=0,005) y el estado del paciente en el último 
seguimiento (p=0,011).  
 
8. En el CPCP el análisis de la tinción inmunohistoquímica de PD-L1 en las 
células tumorales y en los TILs según los intervalos recogidos por la IASLC 
para el clon SP142 supone una disminución del porcentaje total de casos con 
células tumorales y/o inflamatorias PD-L1+.  
 
9. Al agrupar las células tumorales PD-L1+ según las categorías TC se observa 
una asociación estadísticamente significativa entre el porcentaje de células 
positivas para este biomarcador y la intensidad de tinción (p<0.001). Esta 
agrupación en categorías no ha mostrado asociación estadísticamente 
significativa con ninguna de las variables clínicas incluidas en el estudio. 
 
10. En relación a las categorías IC, se ha observado una asociación 
estadísticamente significativa de esta agrupación con el estadio en términos de 
enfermedad localizada versus enfermedad extensa. En nuestra serie, los 
pacientes con enfermedad localizada se incluían mayoritariamente en la 
categoría IC3, mientras que aquéllos con enfermedad extensa pertenecían en 
su mayor parte a la categoría IC0. En esta misma línea de resultados, hemos 
encontrado que los casos clasificados en la categoría IC0 tienen mayor 
capacidad de dar metástasis a distancia (estadio M1) que los casos clasificados 
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en la categoría IC3 (62,86% versus 39,13% respectivamente, p=0,038). Tal y 
como hemos comentado previamente, el grupo de Ishii et al (2015) encuentra 
que la expresión de PD-L1 en las células tumorales del CPCP confiere buen 
pronóstico en términos de supervivencia global y enfermedad limitada, incluso 
en el análisis multivariante. Con respecto al papel de la expresión de este 
biomarcador en las células inflamatorias, hasta el momento no hay trabajos 
publicados que clarifiquen este punto, por lo que los resultados obtenidos en 
esta serie necesitarían ser refrendados en estudios más amplios que 
permitieran demostrar la importancia de la expresión de PD-L1 en el 
componente inflamatorio del CPCP. 
 
11. En el CPCP, el número de linfocitos T CD8+/mm2 es mayor en el estroma 
que en el interior de los nidos neoplásicos. Esta distribución se mantiene 
independientemente de la categoría TC y en todas las categorías IC a 
excepción de la IC1, donde el número de linfocitos T CD8+/mm2 es mayor en 
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